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Termodinamika konformacijskih sprememb G-kvadrupleksov z zaporedjem d(G4T4G4)  
Povzetek:  
G-kvadrupleksne strukture, ki se tvorijo v telomernih regijah, predstavljajo obetavno 
tarčo za razvoj potencialnih novih učinkovin za zdravljenje različnih tipov bolezni. Za 
razvoj le-teh je ključno poznavanje strukture G-kvadrupleksov in njihove stabilnosti. V 
magistrskem delu smo preučili strukturo modelnih G-kvadrupleksov z zaporedjem 
d(G4T4G4) in njihove stabilnosti ob prisotnosti kalijevih, natrijevih in kalcijevih ionov. V 
ta namen smo uporabili CD-spektropolarimertrijo, DSC in gelsko elektroforezo.  
Potrdili smo, da zaporedje d(G4T4G4) lahko tvori paralelno, antiparalelno ali hibridno 
konformacijo v odvisnosti od vrste in koncentracije ionov oz. lastnosti prisotnega topila. 
Ob prisotnosti različnih ionov lahko pride do prehajanja iz ene strukture v drugo. Za opis 
eksperimentalnih podatkov DSC termograma razvitja G-kvadrupleksne strukture ob 
prisotnosti kalijevih ionov v vodi smo postavili enostaven model, s katerim zadovoljivo 
popišemo razvitje strukture pri različnih hitrostih gretja. 
Ključne besede: G-kvadrupleks, termodinamika, modelna funkcija 
 
Thermodynamics of conformational changes of d(G4T4G4) G-quadruplex structures  
Abstract: G-qudruplex structures, which are formed in telomere regions, represent a 
promising target for potential development of new active substances for curing different 
types of diseases. Understanding the G-quadruplex structures and their stability is crucial 
for their development. In my master’s thesis I have studied these G-quadruplex d(G4T4G4) 
structures and their stability in the presence of potassium, sodium and calcium ions. Four 
our study of d(G4T4G4) we used CD-spectropolarimetry, DSC and gel electrophoresis. 
We confirmed that d(G4T4G4) sequences can form a parallel, antiparallel or hybrid 
conformation depending on the type and concentration of ions and solvent properties. The 
presence of these different ions can lead to transformation from one structure to another. 
To describe the experimental data of the DSC thermogram, we proposed a kinematic 
model, that describes thermally induced conformational transition of water diluted 
d(G4T4G4) in the presence of potassium ions at different heating rates.  
Keywords: G-quadruplex, thermodynamics, model function 
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1 Uvod 
1.1 Nukleinske kisline 
Nukleinske kisline so biološke molekule, ki shranjujejo, prenašajo in izražajo genetske 
informacije. DNK (deoksiribonukleinska kislina) in RNK (ribonukleinska kislina) sta 
nukleinski kislini. DNK se nahaja v kromosomih v celičnem jedru, kjer služi kot shramba 
genetske informacije, medtem ko ima RNK funkcijo prenosa informacije. 
Nukleinske kisline so linearni polimeri nukleotidov. Nukleotid sestavljajo trije segmenti 
(Slika 1): dušikova baza (adenin, gvanin, citozin, timin ali uracil), sladkor (deoksiriboza 
ali riboza) in fosfatne skupine. Del nukleinske kisline, ki ga sestavljata dušikova baza 
(gvanin) in sladkor (deoksiriboza), se imenuje nukleozid.  
Pri nukleinskih kislinah delimo baze na purinske in pirimidinske. Purinski bazi, ki 
sestavljata DNK sta adenin in gvanin, pirimidinski pa citozin in timin. Pri RNK je timin 
zamenjan z uracilom. DNK in RNK se razlikujeta v vrsti vezanega sladkorja in v eni 
izmed štirih vezanih baz. Pri DNK najdemo sladkor deoksiribozo, medtem ko se pri RNK 
nahaja riboza [1, 2].  
 
Slika 1: Nukleotid sestavljen iz gvanina, deoksiriboze in fosfatne skupine [1].  
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O prostorski strukturi DNK so bile različne domneve. Prvi je DNK identificiral švicarski 
kemik in fiziolog Friedrich Miescher leta 1869. Njegovo delo je nadaljeval ruski 
biokemik Phoebus Levene, ki je prvi identificiral tri glavne komponente nukleotida DNK. 
Erwin Chargaff je ugotovil, da se DNK med živalskimi vrstami razlikuje, vendar ima še 
vedno nekatere skupne značilnosti. Ugotovil je, da je količina purinskih baz in količina 
pirimidinskih baz skoraj enaka. V petdesetih letih dvajsetega stoletja sta Watson in Crick 
združila vse dotedanje znanje o DNK in predlagala strukturo dvojne vijačnice. Franklin 
in Wilkins sta s pomočjo rentgenske kristalografije potrdila strukturo DNK. Za to odkritje 
so Watson, Crick in Wilkins leta 1962 prejeli Nobelovo nagrado.  
Sekundarno strukturo določa interakcija med bazami. Med bazami lahko pride do 
nastanka vodikovih vezi. Verigi v dvojni vijačnici sta med seboj povezani z              
Watson-Crickovimi vodikovimi vezmi. Purinske se vežejo s pirimidinskimi bazami 
(gvanin s citozinom in adenin s timinom). Med gvaninom in citozinom pride do nastanka 
trojne vodikove vezi, medtem ko pri interakciji med adeninom in timinom do nastanka 
dvojne vodikove vezi (Slika 2).  
 
 
 
 
Slika 2: Povezovanje baznih parov z Watson-Crickovimi vezmi. 
V primeru zaporedij, bogatih z gvaninom, se le-ti med seboj povezujejo s Hoogsteenovim 
tipom vodikovih vezi. Takšno povezovanje lahko vodi do nastanka tripleksnih oz. 
kvadrupleksnih struktur (Slika 4). 
Običajno DNK najdemo v obliki dvojne vijačnice. Strukturno ogrodje vsake izmed verig 
je sestavljeno iz ogljikovih hidratov in fosfatnih skupin, ki so med seboj povezane s 
kovalentnimi fosfodiestrskimi povezavami. Pri tem so dušikove baze obrnjene v 
notranjost dvojne vijačnice, tako da so si dovolj blizu, da tvorijo komplementarne bazne 
pare. Verigi sta med seboj antiparalelni in tečeta v nasprotnih si smereh.  
Terciarne strukture se razlikujejo predvsem v sučnosti, dolžini zavoja vijačnice, številu 
baznih parov na zasuk in razliki med velikostjo velikih in majhnih žlebov. Znane so tri 
pomembnejše terciarne strukture DNK: A-DNK, B-DNK in Z-DNK. 
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DNK najpogosteje najdemo v obliki B-DNK. A-DNK je nekoliko krajša in kompaktnejša 
v primerjavi z B-DNK. Z-DNK se bistveno razlikuje od B-DNK, saj je levosučna in 
manjšega premera. Določeni pogoji spodbujajo nastanek Z-DNK. Oblikovanje Z-DNK 
je težavno, saj struktura hitro razpade oz. se preoblikuje. Kakšna struktura bo nastala je 
odvisno od zaporedja baz, koncentracije soli oz. prisotnosti nekaterih kationov, 
temperature in pH.  
Dvojno vijačnico stabilizirajo vodikove vezi med pari komplementarnih baz (pari A-T in 
G-C) in interakcije med naloženimi bazami. Med konjugiranimi elektroni naloženih baz 
(π – sistemi) prihaja do ugodnih interakcij, ki stabilizirajo strukturo dvojne vijačnice 
(stacking interakcije). 
Pri izpostavljenosti DNK določenim pogojem, lahko pride do denaturacije DNK         
(Slika 3). Ob termični obremenitvi ali spremembi pH vodne raztopine DNK, se 
viskoznost raztopine spremeni. To nam pove, da se je spremenila struktura DNK. 
Segrevanje in sprememba pH povzročijo denaturacijo ali razvitje dvojne vijačnice DNK. 
Prekinitev vodikovih vezi med baznimi pari in interakcij med naloženimi bazami 
povzroči razvitje dvojne vijačnice v dve enoverižni verigi, popolnoma ločeni ena od 
druge. Kovalentne vezi znotraj DNK se pri tem ne porušijo [1]. 
 
Slika 3: Prikaz denaturacije DNK. [1]  
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1.2 G-kvadrupleksi 
Določena zaporedja nukleotidov DNK in povezave med bazami omogočajo nastanek 
kompleksnejših struktur. Številne DNK strukture vključujejo tri, lahko tudi štiri verige 
DNK. Le-te so predmet številnih raziskav, saj se pojavljajo ob replikaciji, rekombinaciji 
in transkripciji DNK. Nukleotidi, ki tvorijo Watson-Crickove bazne pare, lahko 
sodelujejo tudi pri tvorbi številnih dodatnih vodikovih vezi. Karst Hoogsteen je leta 1963 
prvi opazil to nenavadno povezovanje med bazami [1]. 
Pri zaporedju nukleotidov z večjim deležem gvanina lahko pride do povezovanja 
gvaninov preko Hoogsteenovega tipa vodikovih vezi. Med seboj povezani gvanini lahko 
tvorijo G-trimere oz. G-tertade, ki naloženi eden na drugega tvorijo G-tripleksne oz.         
G-kvadrupleksne strukture (Slika 4). G-kvadrupleksi so stabilni pri različnih pogojih. 
Orientacija verig se lahko med G-kvadrupleksi razlikuje [1]. 
 
Slika 4: Prikaz paralelne G-kvadrupleksne strukture iz naloženih G-kvartetov. 
Preučevanje povezav med gvanini sega v 19. stoletje. Leta 1910 je Bang prvi poročal o 
nastanku gvanozinskih gelov. 50 let kasneje, so Gellert in sodelavci z rentgensko 
določitvijo strukture pokazali, da se nizi gvaninov organizirajo tako, da gvanini tvorijo 
kvadratno planarno strukturo. Na podlagi tega so sklepali, da z gvanini bogate regije DNK 
lahko tvorijo strukture višjega reda [4].  
Tri desetletja kasneje se je pokazala pomembnost G-kvadrupleksnih struktur. Takšne 
strukture najdemo v telomerni DNK, v promotorjih genov, vključeni so v številne gene, 
pomembne za rast in razmnoževanje, prav tako pa so prisotni v ribosomski DNK in RNK. 
G-kvadrupleksi so danes predmet številnih raziskav, saj ob njihovem raziskovanju 
odkrivamo številne nove konformacije in funkcije, s tem pa postajajo tudi potencialne 
tarče zdravil [5].  
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1.2.1 Struktura G-kvadrupleksov 
Z gvaninom bogate regije DNK strukture lahko zavzamejo kompleksnejše strukture, ki 
jim pravimo G-kvadrupleksi. Osnovna strukturna enota G-kvadrupleksa je planarni         
G-kvartet (Slika 5), ki ga sestavljajo štirje med seboj povezani gvanini. Gvanini so med 
seboj povezani z osmimi vodikovimi vezmi, saj lahko baza gvanin deluje kot donor in 
akceptor vodikove vezi. Takšni vodikovi vezi pravimo Hoogsteenov tip vodikove vezi. 
 
Slika 5: Prikaz G-kvarteta in stabilizacijskega kationa na sredini strukture [6]. 
Med naloženimi kvarteti delujejo elektrostatske in Van der Waalsove interakcije. Več 
gvaninskih kvartetov naloženih eden na drugega tvorijo G-kvadrupleksne strukture.        
G-kvadrupleks tvorita najmanj dva G-kvarteta. G-kvadrupleksi lahko tvorijo 
najrazličnejše konformacije. Kakšno konformacijo bo G-kvadrupleks zavzel, je odvisno 
od prisotnosti kationov, števila verig in njihove orientacije, orientiranosti med 
posameznimi gvanini, števila G-kvartetov in nukleotidnega zaporedja. 
G-kvarteti z nalaganjem eden na drugega tvorijo G-kvdarupleksne strukture. Razdalja 
med posameznimi G-kvarteti je 3,3 Å, kot zasuka pa je 30°. Do takšne strukture pride 
zaradi steričnih ovir. Te povzročijo, da je v središču G-kvarteta praznina, ki je negativno 
nabita [7]. 
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Povezava med G-kvarteti 
G-kvarteti so lahko med seboj povezani v G-kvadrupleksih z eno (4 gvaninski trakti), 
dvema (2 gvaninska trakta) ali štirimi (1 gvaninski trakt) verigami DNK. Tako lahko 
nastane enomolekularen, dvomolekularen ali štirimolekularen G-kvadrupleks (Slika 6) 
[8]. 
 
Slika 6: Enomolekularen (A), dvomolekularen (B) in štirimolekularen (C) G-
kvadrupleks [8]. 
Orientiranost verig 
Verige v G-kvadrupleksih so lahko orientirane paralelno ali antiparalelno (Slika 6). Pri 
antiparalelni orientaciji, sta lahko dve verigi orientirani v eno smer, drugi dve v nasprotno 
smer ali pa so tri orientirane v eno smer in ena v nasprotno (3+1 hibrid) [8]. 
 
 
Slika 7: Prikaz orientiranosti verig v G-kvadrupleksnih stukrturah                     
(paralelna orientacija verig – A; antiparalelna orientacija verig – B,C,D) [8]. 
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Zanke 
Zaporedje baz, ki sestavlja zanko, igra pomembno vlogo pri stabilnosti in konformaciji  
G-kvadrupleksnih struktur. Zanke v strukturi sestavljajo segmenti zaporedja, ki niso del 
G-kvarteta. Zanke so lahko robne, diagonalne ali propelerske. Kakšen tip zanke se pojavi 
v strukturi, je odvisno od dolžine in zaporedja verige. Dolžina in zaporedje nukleotidov 
v zanki igra pomembno vlogo pri stabilnosti G-kvadrupleksov. Za paralelne strukture so 
značilne propelerske zanke, medtem ko pri antiparalelnih strukturah najdemo diagonalne 
in robne zanke (Slika 8). Propelerske zanke omogočajo nastanek kompleksnejših struktur, 
saj se lahko zanke pojavijo znotraj žlebov [9].  
 
Slika 8: Tipi zank v G-kvadrupleksnih strukturah                                                                     
(A – diagonalna; B – robna;  C – propelerska) [10]. 
Torzijski kot glikozidne vezi v gvaninu  
Baze znotraj strukture B-DNK se nahajajo izključno v anti konformaciji, medtem ko v 
strukturi G-kvartetov najdemo gvanin tako v konformaciji sin, kot tudi anti (Slika 9) [10]. 
 
Slika 9: Gvanin v anti in sin konformaciji [10]. 
Sosednja gvanina, ki ležita na paralelni verigi, zavzemata enak glikozidni torzijski kot, 
medtem ko gvanina, ki ležita na antiparalelni verigi, pa imata različen glikozidni torzijski 
kot. Lega gvaninov in njihova orientacija v prvem G-kvartetu vplivata na sosednji            
G-kvartet in posledično na energijo interakcije med njima. Zaradi različnih interakcij med 
nalaganjem G-kvartetov, pride do nastanka žlebov različne oblike [8].  
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1.2.2 Biološka vloga G-kvadrupleksov 
Računalniška analiza je pokazala, da v človeškem genomu nastopa preko 375 000 
zaporedij nukleotidov, ki se lahko formirajo v G-kvadrupleksne strukture [3].  
Nastanek G-kvadrupleksov lahko spodbudijo določeni proteini, prisotnost drugih molekul 
oz. ionov in izpostavljenost določenim pogojem. Njihov nastanek je reguliran, zato se 
lahko njihova prisotnost razlikuje v različnih celicah. Nastanek G-kvadrupleksov lahko 
poteče v časovnem razponu od milisekund do minut. Prisotnost G-kvadrupleksnih 
struktur ni naključna, nahajajo se na določenih mestih v genomu. G-kvadrupleksi 
sodelujejo pri določenih funkcijah v genomu, saj imajo pomembno regulativno vlogo. 
Najdemo jih v telomerah in promotorjih, ki nadzorujejo aktivnost gena [12]. 
Genomska DNK je večinoma dvoverižna in shranjena v kromatinu. Enoverižno DNK 
najdemo na koncih kromosomov, kjer nastane previs (telomere) in mRNK. Previs lahko 
sestavlja od 1 do 200 baz. V dvoverižni DNK lahko pride do tvorbe G-kvadrupleksnih 
struktur med DNK replikacijo, transkripcijo in popravljanjem, saj v tem času pride do 
nastanka enoverižne DNK. V primeru, da je odsek bogat z gvanini, se lahko organizira v 
G-kvadrupleksne strukture.  
S celično delitvijo se krajša tudi dolžina telomere. Ko se telomere skrajšajo na določeno 
minimalno dolžino, se celice prenehajo deliti. Za ohranjanje dolžine je potreben encim 
telomeraza. To so ribonukleproteinski kompleksi, ki dodajajo nukleotide na koncih 
kromosomov. V 85 % rakavih celicah je zaznana povečana aktivnost telomeraze, ki 
podaljšuje življenjsko dobo celic. G-kvadrupleksne strukture vplivajo na aktivnost 
telomeraze. Intramolekulane antiparalelne G-kvadrupleksne strukture blokirajo aktivnost 
telomeraze, medtem ko intermolekularne paralelne G-kvadrupleksne strukture 
omogočajo podaljševanje telomere. G-kvadrupleksne strukture lahko stabiliziramo s 
prisotnostjo različnih ligandov. S stabilizacijo določenih G-kvadrupleksnih struktur bi 
lahko inhibirali delovanje telomeraze [11, 12].  
Med replikacijo DNK se verigi razdvojita s pomočjo replikativne helikaze. Ena veriga 
služi kot predloga za sintezo vodilne verige, na drugi pa se sintetizira sledilna veriga. 
Čeprav replikacija vodilne verige DNK poteka neprekinjeno, sinteza sledilne verige 
poteka po segmentih, zato je lahko na trenutke tudi enoverižna. Ta konformacija DNK 
omogoča nastanek G-kvadrupleksnih struktur [12].  
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G-kvadrupleksne strukture imajo posebno vlogo pri transkripciji. Za dokončanje DNK 
replikacije je potrebno G-kvadrupleksne strukture razviti, da lahko ti naprej služijo kot 
osnova za podvajanje. Za razvitje G-kvadrupleksov morajo biti nujno prisotne helikaze. 
Večina človeških helikaz, ki razvijajo G-kvadruplekse, so povezane z boleznimi, ki 
povzročajo genetsko nestabilnost. Pri tem lahko pride do prezgodnjega staranja ali pa do 
povečane možnosti nastanka rakavih obolenj [11, 12]. 
1.2.3 Stabilnost G-kvadrupleksov 
V G-kvadrupleksnih strukturah najdemo vodikove vezi, ki povezujejo gvanine v kvartete. 
Med naloženimi kvarteti pa delujejo interakcije med elektroni naloženih baz (stacking 
interakcije), ki pomagajo pri stabilizaciji strukture. Za nastanek in stabilizacijo                     
G-kvadrupleksnih struktur je potreben kation (monovalenten ali divalenten), ki je 
koordiniran z negativnimi kisikovimi skupinami. K stabilnosti G-kvadrupleksnih struktur 
največ prispeva koordinacija iona, sledijo pa ji vodikove vezi in stacking interakcije [13]. 
Vodikove vezi 
Vodikove vezi so lahko Hoogsteenove ali Watson-Crickove. Watson-Crickove 
prevladujejo v strukturi dvojne vijačnice, medtem ko pri G-kvadrupleksih opazimo 
nastanek Hoogsteenovega tipa vezi, s katerimi se gvanini med seboj povezujejo. V 
kvartetu lahko nastane osem vodikovih vezi.  
Hidratacija struktur 
Molekule vode obdajo G-kvadrupleksne strukture in z njimi tudi interagirajo. Orientirajo 
se tako, da se vzpostavijo vodikove vezi med fosfatnim ogrodjem in bazami oz. sladkorji. 
Na ta način se struktura dodatno stabilizira.  
Pri paralelni strukturi G-kvadrupleksov opazimo simetrično hidratacijo strukture. 
Molekule vode se nahajajo v štirih žlebovih, ki jih tvorijo naloženi G-kvarteti. Pri 
antiparalelni strukturi pa je hidratacija strukture manj urejena, saj tu nastopijo različni 
glikozidni torzijski koti [7].  
Nalaganje G-kvartetov 
Baze oz. G-kvarteti se nalagajo eden na drugega z namenom, da bi izničili prostor, ki je 
izpostavljen topilu. Nepolarne baze se v celici ali pri eksperimentalnih pogojih nahajajo 
v vodni, ki je polarno topilo, zato se naložijo ena na drugo in pri tem izpodrinejo vodne 
molekule iz notranjosti strukture. Gre za stacking interakcije, ki so posledica kombinacije 
hidrofobnih, elektrostatskih in van der Waalsovih sil.  
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V G-kvadrupleksnih strukturah naloženi gvanini niso ne simetrični in tudi ne povsem 
planarni. Kakšno geometrijo bodo zavzeli G-kvadrupleksi pri nalaganju, je odvisno od 
njihovih zaporedij nukleotidov. Naloženi G-kvarteti omogočajo, da na sredini nastane 
praznina, ki jo obdajajo O6 atomi [13, 14]. 
Stabilizacija G-kvadrupleksov s kationi 
Kationi imajo poleg vpliva na strukturo tudi vpliv na stabilnost G-kvadrupleksnih 
struktur. G-kvadrupleksne strukture stabilizirajo tako enovalentni, kot tudi dvovalentni 
kationi. Njihov vpliv na stabilnost strukture je različen.  
Kationi, umeščeni v strukturo G-kvadrupleksov, zmanjšujejo odboj med neveznimi 
elektronskimi pari kisikovih atomov in na ta način stabilizirajo strukturo (Slika 5). V       
G-kvadrupleksni strukturi se kation lahko nahaja v središču G-kvarteta, kjer je 
koordiniran s štirimi kisikovimi atomi znotraj ravnine. G-kvarteti, naloženi eden na 
drugega, ustvarijo prostor, kamor se lahko umesti kovinski ion. V primeru, da se kovinski 
ion umesti med plasti G-kvartetov, je na tem mestu koordiniran z osmimi kisikovimi O6 
atomi. Kje se bo stabilizacijski ion nahajal, je odvisno od velikosti iona. Ionski radij je 
eden izmed ključnih faktorjev, ki odloča, kateri izmed ionov se bo vgradil v strukturo       
G-kvadrupleksov in s tem določil njegovo konformacijo. Kation mora biti dovolj majhen, 
da ustreza elektronsko bogati praznini med gvanini, vendar dovolj velik, da nevtralizira 
negativni naboj kisikov gvaninov in s tem stabilizira strukturo. 
Posamezen kation favorizira določeno konformacijo G-kvadrupleksov. Dodatek drugega 
kationa lahko destabilizira že zvito strukturo. Prehod med različnima konformacijama je 
lahko induciran s prisotnostjo različnih kationov ali spremembo temperature. Sprememba 
koncentracije ionov vpliva na stabilnost G-kvadrupleksnih struktur. Lokalna 
koncentracija kationov se pogosto spreminja in tako vpliva na strukturo in stabilnost                 
G-kvadrupleksov. Z nastankom in stabilnostjo G-kvadrupleksnih struktur so regulirane 
določene funkcije. Izmenjava kationov poteka veliko hitreje kot preoblikovanje strukture 
G-kvadrupleksov. Hitrost menjave kationov je odvisna od velikosti iona in njegove 
vezave. Hitrost prehoda v drugo konformacijo pa je odvisna tudi od same strukture                            
G-kvadrupleksov [15, 8]. 
Stabilizacijo G-kvadrupleksov s kalijevimi ioni so prvič opazili pri talilni temperaturi 
gvaninskih gelov, katerim so bili dodani različni ioni (Chantot, Guschlbauer, 1969). 
Danes je dobro znano, da tako kalij, kot tudi natrij vplivata na stabilnost                                    
G-kvadrupleksnih struktur [8]. 
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Različni monovalentni ioni dobro stabilizirajo G-kvadrupleksne strukture. Kot 
najprimernejši med njimi se je izkazal kalijev ion. Predlagane so bile različne lestvice 
monovalentnih kationov, ki stabilizirajo G-kvadrupleksne strukture. Ena izmed lestvic 
predlaga naslednji stabilizacijski učinek enovalentnih ionov: K+ >  Na+ >  Rb+, NH4+ >  
Cs+ >  Li+ [7]. 
G-kvadrupleksi lahko nastanejo tudi ob prisotnosti dvovalentnih kationov. Podobno kot 
pri monovalentnih kationih je tudi za dvovalentne katione predlagana splošna lestvica 
stabilizacije G-kvadrupleksnih struktur: Sr2+ > Ba2+ > Ca2+ > Mg2+ [15]. 
K+ (ionski radij: 1,33 Å) in NH4+ (ionski radij: 1,48 Å) iona sta prevelika, da bi se 
koordinirala v ravnini G-kvarteta.  Medtem ko je Na+ (ionski radij: 0,95 Å) dovolj majhen, 
da se lahko nahaja v ravnini G-kvarteta [15]. Termodinamska analiza razkriva, da 
natrijevi ioni stabilizirajo antiparalelno strukturo G-kvadrupleksov, medtem ko kalijevi 
ioni stabilizirajo hibridno strukturo [8]. 
Vpliv okolja na stabilnost G-kvadrupleksnih struktur 
Na termodinamsko stabilnost G-kvadrupleksnih struktur vpliva konformacija struktur, ki 
je odvisna od prisotnost ionov, intramolekularnih interakcij in hidratacijskih interakcij. 
Do sedaj je bilo narejenih več študij, ki preučujejo vpliv okolja na stabilnost in 
konformacijo G-kvadrupleksnih struktur. Da bi razumeli pomen oklice oz. topila pri 
zvitju oz. razvitju molekul G-kvadrupleksov, pripravljenim raztopinam G-kvadrupleksov 
spremenimo njihovo okolje z dodatkom osmolitov, kot so etilen glikol (EG), polietilen 
glikol (PEG), acetonitirl ipd. Miyoshi s sodelavci je ugotovil, da dodatek PEG k                  
G-kvadruplesni strukturi d(G4T4G4) ob prisotnosti natrijevih ionov povzroči prehod iz 
antiparalelne v paralelno strukturo [16]. 
Stacking interakcije v zankah stabilizirajo G-kvadrupleksne strukture in pri tem 
omogočajo nastanek vezavnih mest, kamor se lahko vežejo molekule vode. Dodatek 
osmolitov zmanjša aktivnost vode in s tem spremeni stabilnost G-kvadrupleksnih 
struktur. Pri tem se zmanjša število stacking interakcij v zankah [18]. 
Dodatek osmolita, ki lahko ob prisotnosti monovalentnih ionov povzroči prehod iz 
antiparalelne konformacije v paralelno, nima vpliva na stabilizacijo ali destabilizacijo 
antiparalelne ali hibridne strukture ob prisotnosti dvovalentnih ionov. V primeru 
dvovalentnih ionov je na strukturo vezanih več molekul vod, kot pri strukturah s 
prisotnostjo enovalentnih ionov [19]. 
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1.3 Nukleotidno zaporedje d(G4T4G4) 
Z gvanini bogate telomerne sekvence so ene izmed najbolje okarakteriziranih sekvenc, ki 
se pojavljajo v naravi. Ponavljajoče zaporedje GGGGTTTTGGGGTTTT je bilo odkrito 
v telomerni regiji bakterije Oxytricha Nova (Oxy-1.5). Del tega zaporedja d(G4T4G4) se 
uporablja v raziskavah kot modelni sistem, saj poznamo njegovo strukturo ob prisotnosti 
različnih ionov. Je zagotovo ena izmed najbolje okarakteriziranih sekvenc, ki tvorijo        
G-kvadrupleksne strukture [20].  
Predlagana struktura telomerne sekvence Oxytricha nova d(G4T4G4) je bimolekularen 
kvadrupleks s štirimi kvarteti. Bimolekularno G-kvadrupleksno strukturo sestavljajta dve 
verigi Oxytricha nova sekvence d(G4T4G4), povezani z diagonalno zanko T4 na vsakem 
koncu simetričnega G-kvadrupleksa (Slika 10) [9]. 
G-kvadrupleksne sturukture d(G4T4G4) nastanejo tako ob prisotnosti enovalentnih ionov, 
kot tudi dvovalentnih ionov. Vsak izmed ionov favorizira določeno konformacijo 
strukture. Razlika v strukturi med G-kvadrupleksi ob prisotnosti K+ oz. Na+ ionov je v 
položaju ionov, kjer se ti lahko nahajajo [15]. 
Pet kalijevih ionov se v strukturi d(G4T4G4) nahaja v središču kompleksa. Med seboj so 
enakomerno oddaljeni, povprečna razdaja med njimi je 3,38 Å. Kalijevi ioni se nahajajo 
nekoliko nad oz. pod ravnino G-kvarteta (Slika 10 in 11). Zunanji K+ ioni, ki se nahajajo 
med zanko in G-kvartetno ravnino, so koordinirani s konci kvartetov, O2 atomi zanke in 
molekulami vode [15].  
 
Slika 10: G-kvadrupleksna struktura d(G4T4G4) v prisotnosti K
+ ionov [21]. 
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Natrijevi ioni so v strukturi skoraj koplanarni z G-kvartetom. Na+ ioni, ki se nahajajo med 
zanko in G-kvartetom so koordinirani z O6 kvartetnim kisikom in O2 atomi, ki pripadajo  
timinom znotraj zanke (Slika 11) [15]. 
 
Slika 11: Primerjava G-kvadrupleksne strukture d(G4T4G4) ob prisotnosti kalijevih oz. 
natrijevih monovalentnih ionov [15]. 
Nekovinski monovalentni ion NH4
+ prav tako stabilizira strukturo G-kvadrupleksov. 
Kvantitativna določitev števila amonijevih ionov v strukturi d(G4T4G4) je pokazala, da se 
med štirimi kvarteti nahajajo trije NH4+ ioni. Na+ ioni izpodrinejo ione NH4+ ob 
povečevanju koncentracije Na+ ionov [15]. 
Dvovalentni ioni destabilizirajo antiparalelno konformacijo d(G4T4G4)2 v naslednjem 
vrstnem redu: Zn2+ > Co2+ > Mn2+ > Ca2+. Ti ioni inducirajo prehod v paralelno strukturo 
G-kvadrupleksov. Nekateri dvovalentni kovinski ioni bolje stabilizirajo G-kvadrupleksne 
strukture kot ostali. Njihov vpliv je odvisen od strukture G-kvadrupleksov. Študije na 
Oxytricha telomerni DNK d(G4T4G4) ob prisotnosti različnih dvovalentnih ionov kažejo, 
da ob dodatku različnih ionov lahko pride do konformacijskega prehoda iz antiparalelne 
strukture v paralelno strukturo. Ca2+ ioni inducirajo prehod iz antiparalelne konformacije 
v paralelno konformacijo in za prehod med njima sta potrebna vsaj dva Ca2+ iona [22]. 
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2 Namen dela 
Namen magistrskega dela je bil preučiti zvitje in razvitje G-kvadrupleksne strukture z 
zaporedjem d(G4T4G4) ob prisotnosti različnih ionov (K+, Na+, Ca2+) in etilen glikola 
(EG). 
S spektropolarimetrijo (CD) in gelsko elektroforezo smo pridobili informacije o strukturi 
G-kvadrupleksov z zaporedjem d(G4T4G4). Diferenčno dinamično kalorimetrijo (DSC) 
pa smo uporabili za določevanje termodinamskih parametrov, s katerimi lahko opišemo 
potek termično inducirane denaturacije. 
S pomočjo eksperimentalnih podatkov smo določili nekatere termodinamske parametre, 
ki popisujejo zvitje oz. razvitje strukture. Glede na dobljene eksperimentalne podatke smo 
predpostavili kinetični model termično induciranega razvijanja G-kvadrupleksne 
strukture d(G4T4G4) ob prisotnosti kalijevih ionov.
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3 Materiali in metode 
3.1 Pri delu uporabljeni reagenti in instrumenti 
3.1.1 Reagenti in laboratorijska oprema 
voda, deionizirana H2O / Milli Q 
TRIS (tris (hidroksimetil) aminometan) C4H11NO3 Sigma Aldrich ACS reagent, 
≥ 99,8 % 
kalijev klorid KCl Merck reag. Ph Eur, 
≥ 99,5 % 
natrijev klorid NaCl Merck reag. Ph Eur, 
≥ 99,5 % 
kalcijev diklorid CaCl2 Merck reag. Ph Eur 
≥ 98,0 % 
etilen glikol C2H6O2 Merck reag. Ph Eur,  
≥ 99,0 % 
40 % razt. poliakrilamida 
(akrilamid:bisakrilamid=19:1) 
C3H5NO Sigma Aldrich BioReagent, 
suitable for 
electrophoresis  C7H10N2O2  
borova kislina  H3BO3 Sigma Aldrich reag. Ph Eur, 
≥99,8% 
EDTA (etilen diamin tetraocetna kislina) C10H16N2O8 Sigma Aldrich ACS reagent 
APS (amonijev persulfat) (NH4)2S2O8 Sigma Aldrich reagent grade, 
98% 
TEMED (N,N,N,N-tetrametilendiamin) C6H16N2 Fluka BioReagent, 
suitable for 
electrophoresis 
saharoza C12H22O11 Merck Reag. Ph Eur. 
 
Pri delu smo uporabljali laboratorijsko opremo, kot so mikropipete različnih volumnov 
(Thermo Scientific), magnetna mešala, komplet za elektroforezo. 
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3.1.2 Aparature 
- Tehtnica (Sartorius, Nemčija) 
- pH meter (MA 5470, Iskra, Slovenija) in elektrode (kombinirana steklena 
elektroda, Mettler Toledo) 
- vakuumski razplinjevalec (TA Instruments, ZDA) 
- dvožarkovni spektrofotometer (Cary BIO, Varian, Avstrija) 
- diferenčni dinamični kalorimeter (NANO DSC, TA Instruments, ZDA) 
- spektropolarimeter (AVIV Model 62A z dodanim termostatom) 
- ITC (NANO ITC, TA Instruments, ZDA) 
3.1.3 Programska oprema 
Pri obdelavi podatkov smo uporabljali programsko opremo: 
- DSC analyzer 
- UV Thermo Analysis 
- Programska oprema spektropolarimetra AVIV Model 62A 
- Programski paket Excel 
3.1.4 Vzorec raztopine d(G4T4G4) 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali vzorec z zaporedjem d(G4T4G4). Vzorec smo 
dobili s Kemijskega inštituta. Po zagotovilih sodelavcev s Kemijskega inštituta je bil 
vzorec pripravljen v vodni raztopini brez prisotnosti kationov kovin.  
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3.2 UV-VIS spektroskopija 
UV-VIS spektroskopija temelji na absorpciji UV (200 – 400 nm) in vidne svetlobe        
(400 – 750 nm). To metodo lahko izkoristimo za določanje koncentracije proteinov ali 
oligonukleotidov, saj ti absorbirajo svetlobo v območju valovnih dolžin 200 – 300 nm.  
Svetloba je elektromagnetno valovanje, ki ga opišemo z valovno dolžino (λ) ali frekvenco 
(ν) valovanja. Z razlago absorpcije svetlobe moramo svetlobo obravnavati diskretno. 
Svetlobo v tem primeru predstavljajo delci (fotoni) s točno določeno energijo. 
Pri interakciji snovi s fotoni imajo pomembno vlogo energije stanj molekul. Te so  
odvisne od gibanja elektronov. Energijsko najugodnejše stanje je osnovno stanje. Fotoni 
UV in vidne svetlobe imajo dovolj energije, da v molekulah povzročijo prehod elektronov 
na zunanjih lupinah iz osnovnega, energijsko najugodnejšega stanja, v vzbujeno stanje. 
Do takšnega prehoda pride, če se energija fotona ujame z energijsko razliko prehoda med 
osnovnim in vzbujenim stanjem. Na podlagi absorpcijskih spektrov lahko sklepamo, v 
kakšni konformaciji se molekula nahaja, saj so energijske razlike lastnosti posamezne 
molekule.  
𝐸1 − 𝐸0 = 𝐸foton = ℎ 𝑥 𝜈 =  
ℎ 𝑥 𝑐
𝜆
                                     ( 1 ) 
E1 … energija vzbujenega stanja 
E0 … energija osnovnega stanja 
c … hitrost svetlobe 
h… Plancova konstanta 
Detektor spektrofotometra meri delež prepuščene svetlobe, ki je molekule preiskovanega 
vzorca niso absorbirale. Intenziteta prepuščene svetlobe v smeri detektorja je odvisna tako 
od števila molekul, ki dano svetlobo absorbirajo, kot tudi dolžine optične poti.  
Kjer so vrednosti absorbance med 0,1 in 1, lahko koncentracijo določimo s pomočjo    
Beer-Lambertovega zakona (Enačba 2).  
𝐴 =  𝜀 × 𝑐 × 𝑙 = log  (
𝐼0
𝐼
)                                                                          ( 2 ) 
ε … ekstinkcijski koeficient 
c … koncentracija  
l … dolžina optične poti 
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Absorpcijski spekter podaja odvisnost absorbirane svetlobe od valovne dolžine vpadne 
svetlobe, pri konstantni koncentraciji. Molekule DNK oz. njene purinske in pirimidinske 
baze absorbirajo v UV območju, 200 – 300 nm. Maksimum DNK je pri valovni dolžini 
260 nm. Če spremenimo njihovo okolje (npr. razvitje), se njihov absorpcijski spekter 
spremeni. Krivuljo, ki podaja absorbanco v odvisnosti od temperature značilno za 
razvitje, imenujemo UV-talilna krivulja [24]. 
Ob elektronskem prehodu elektrona iz osnovnega v vzbujeno stanje pride do spremembe 
v električnem polju, kar zaznajo tudi sosednje baze. Zato se vrednost izmerjene 
absorbance DNK v zviti obliki razlikuje od absorbance  DNK v obliki enojne verige. Pri 
izmerjeni absorpciji UV svetlobe pri temperaturi 25 °C tako ne moremo izračunati 
pravilne koncentracije G-kvadrupleksov, saj so vrednosti ekstinkcijiskih koeficientov 
podane za razvite strukture DNK pri valovni dolžini 260 nm. Zato je potrebno pred 
meritvijo absorbance DNK toplotno denaturirati in posneti celotno talilno krivuljo.  
Talilno krivuljo ekstrapoliramo do temperature 25 °C. Pri tej temperaturi odčitamo 
vrednosti absorbance, ki bi jo teoretično imela DNK, če bi obstajala pri 25 °C v 
enoverižni, razviti obliki. Na ta način lahko s pomočjo Beer-Lambertovega zakona 
(Enačba 2) izračunamo koncentracijo G-kvadrupleksov. 
Ekstinkcijski (absorpcijski) koeficient predstavlja merilo za intenziteto pri določeni 
valovni dolžini. Milimolarni absorpcijski koeficient je značilen za zvrst, ki absorbira 
svetlobo in se spreminja z valovno dolžino. Ekstinkcijski koeficient oligonukleotidov 
izračunamo s pomočjo metode najbližjih sosedov. Za razvito enoverižno DNK z 
zaporedjem baz ApBpCpDp…KpL izračunamo ekstinskcijski koeficient po enačbi 3. 
𝜀𝐴𝑝𝐵𝑝𝐶𝑝𝐷𝑝...𝐾𝑝𝐿 =  [2(𝜀𝐴𝑝𝐵 +  𝜀𝐵𝑝𝐶𝑝 + 𝜀𝐶𝑝𝐷𝑝 +  … + 𝜀𝐾𝑝𝐿) − (𝜀𝑝𝐵 +  𝜀𝑝𝐶𝑝 +
                                  𝜀𝑝𝐷𝑝+ . . . + 𝜀𝑝.𝐾)]                                      ( 3 ) 
εApB, εBpCp … oznake molarnih ekstinkcijskih koeficientov deoksinukleotidov 
εpDp, εpK … deoksimononukleotidov 
L … simbol za zadnji nukleotid v izbranem zaporedju 
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S pomočjo enačbe 3 in vrednosti ekstinkcijskih koeficientov (Tabela 1) lahko izračunamo 
molarni ekstinkcijski koeficient za zaporedje baz izbranega oligonukleotida [24]. 
Tabela 1: Milimolarni ekstinkcijski koeficienti za deoksi mononukleotide in deoksi 
dinukleotide podani pri valovni dolžini 260 nm, 25 °C in nevtralnem pH [24].  
ε260 / dm3 mmol-1 cm-1 
dpdA 15,4 dApdA 13,7 dGpdA 12,6 
dpdC 7,4 dApdC 10,6 dGpdC 8,8 
dpdG 11,5 dApdG 12,5 dGpdG 10,8 
dpdT 8,7 dApdT 11,4 dGpdT 10,0 
  dCpdA 10,6 dTpdA 11,7 
  dCpdC 7,3 dTpdC 8,1 
  dCpdG 9,0 dTpdG 9,5 
  dCpdT 7,6 dTpdT 8,4 
3.2.1 Določitev koncentracije z UV-VIS spektroskopijo 
Koncentracijo vzorca smo določili s pomočjo UV-VIS spektroskopije.  
Pripravili smo tri raztopine vzorca, ki smo jim pomerili pomerili absorbanco pri valovni 
dolžini 260 nm. 5 μl vzorca smo redčili z 995 μl vode. Dolžina optične poti je bila                  
l = 1 cm. Raztopino smo segrevali od 15 °C do 85 °C s hitrostjo 2 °C min-1. Ekstinkcijski 
koeficient smo določili s pomočjo enačbe 3 in tabele 1. Z dobljeni podatki smo s pomočjo 
Beer-Lambertovega zakona izračunali koncentracijo oligonukleotida d(G4T4G4).  
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3.3 Spektropolarimetrija (CD-spektroskopija) 
Spektropolarimetrija je spektroskopska tehnika pri kateri merimo absorbanco z levo in 
desno krožno polarizirano svetlobo molekulam, ki so optično aktivne. Optično aktivne 
molekule absorbirajo desno in levo krožno polarizirano svetlobo v različni meri. Temu 
pojavu pravimo cirkularni dikromizem (CD). Pri takšni absorpciji pride do eliptično 
polarizirane svetlobe. Razlika v absorbanci, ki jo merimo, je premo sorazmerna 
eliptičnosti (θ) (Enačba 4) [2]. 
∆A(λ) = A(λ)L – A(λ)D 
A(λ)  … absorbanca pri določeni valovni dolžini 
Cirkularni dikromizem se pojavi pri interakciji krožno polarizirane svetlobe z biološkimi 
makromolekulami oz. kiralnimi molekulami. Primarna uporaba CD je za analiziranje 
sekundarne strukture ali konformacije makromolekul. Metoda je uporabna za spremljanje 
sekundarne strukture v različnih okoljih, pri različnih temperaturah ali različnem pH. S 
pomočjo cirkularnega dikromizma lahko pridemo do strukturnih, termodinamskih in 
kinetičnih lastnosti molekule. 
Če svetloba ni polarizirana, vektorja električnega in magnetnega polja nihata v vse smeri. 
Pri linearno polarizirani svetlobi vektor električnega polja niha le v eni ravnini. Za krožno 
polarizirano svetlobo pa je značilno, da vektor električnega polja kroži v določeni smeri. 
Vsota desno in levo krožno polarizirane svetlobe enakih amplitud je linearno polarizirana 
svetloba. Pri krožno polarizirani svetlobi pa sta vektorja jakosti električnega polja med 
seboj pravokotna in za 90° iz faze.  
Če sta komponenti (intenziteta levo in desno krožno polarizirana svetloba) v fazi 
zamaknjeni in eno komponento bolj absorbira kot drugo, govorimo o eliptičnem 
polariziranem valovanju. Za takšno valovanje definiramo eliptičnost (θ). Eliptičnost 
merimo direktno in je neposredno povezana z absorbanco krožno polarizirane svetlobe 
pri določeni valovni dolžini. 
𝜃 = 2,303 ∆𝐴 
180 °
4𝜋
                                     ( 4 ) 
Molska eliptičnost pa je podana kot razmerje med eliptičnostjo (𝜃) in dolžino optične poti 
(l) oz. molarno koncentracijo DNK (c): 
[𝜃] =  
𝜃
𝑐𝑙
                                     ( 5 ) 
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3.3.1 Spektropolarimetrija in G-kvadrupleksi 
CD-spektropolarimetrija je ena izmed metod, ki se uporablja za določevanje strukture     
G-kvadrupleksov. Orientacija DNK verig in nalaganje G-kvartetov sta odločilna faktorja 
pri določevanju strukture G-kvadrupleksov [25].  
Postala je nepogrešljiva tehnika pri študijah G-kvadrupleksnih struktur. Z njeno pomočjo 
lahko spremljamo konformacijske spremembe, ki so posledica spremembe okolja, pH, 
temperature ali dodatka iona oz. liganda. 
CD-spektropolarimetrija je občutljiva metoda in relativno poceni. Njena prednost je, da 
je uporabna tako pri majhnih kot večjih koncentracijah. Vzorce lahko enostavno titriramo 
z različnimi ligandi in ob tem spremljamo konformacijske spremembe strukture. S 
pomočjo spektropolarimetrije pridemo hitro in preprosto do lastnosti DNK molekule [26]. 
V DNK CD-signal dajejo kromoforji. Kromoforji so skupine ali predeli v molekuli s šibko 
vezanimi elektroni in absorbirajo svetlobo v vidnem delu spektra. V primeru DNK so 
kromoforji organske baze adenin, timin, gvanin in citozin, ki dajejo signal od 200 nm do 
300 nm. Med bazami asimetrično naloženimi ena na drugo delujejo interakcije. To je 
razlog, da imajo DNK strukture značilne CD-spektre. CD-signal je občutljiv na 
spremembe v sekundarni strukturi DNK.  
CD-spektre bioloških makromolekul običajno merimo od 200 do 320 nm, saj lahko signal 
opazimo le v območju valovnih dolžin, kjer molekule absorbirajo svetlobo. Glede na 
značilno obliko CD-spektra lahko sklepamo na konformacijo DNK. Tako se spektri          
B-DNK, A-DNK, Z-DNK, spektri dvojne vijačnice, G-kvadrupleksov, denaturirane 
oblike med seboj razlikujejo. B-DNK ima značilno obliko CD-spektra z maksimumom 
okoli 280 nm in minimumom okoli 250 nm. Denaturirana oblika G-kvadrupleksov nam 
da šibek signal, saj je urejenost majhna in je šibko kiralna. 
Položaj vrhov v CD-spektru nam pove kakšna je orientacija verig v CD-spektru. Za 
paralelno strukturo G-kvadrupleksov je značilen prevladujoč pozitivni vrh pri 260 nm in 
negativen vrh pri 240 nm, medtem ko je za antiparalelno strukturo značilen signal pri   
295 nm in negativni signal pri 265 nm. Hibridno strukturo G-kvadrupleksov prepoznamo 
po pozitivnem signalu pri valovni dolžini 265 - 270 nm (Slika 12). Tovrstni CD-spektri 
so posledica specifičnih glikozidnih vezi in interakcij med G-kvarteti [25, 26]. 
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Slika 12: Prikaz CD-spektrov paralelne, hibridne in antiparalelne konformacije. 
Tako kot pri UV-spektroskopiji, lahko tudi pri CD-spektropolarimetriji posnamemo 
talilne krivulje in pri tem spremljamo razvitje oz. zvitje G-kvadrupleksne strukture. 
Različne topologije G-kvadrupleksov imajo svoj značilen CD-spekter. Talilno krivuljo 
običajno snemamo pri določeni valovni dolžini, ki ustreza maksimumu pozitivnega 
signala (okoli 260 nm za paralelne strukture in 288 nm za antiparalelne strukture).          
CD-spektri talilnih krivulj nam podajajo izmerjeno eliptičnost pri določeni valovni 
dolžini v odvisnosti od temperature.  
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3.3.2 Snemanje CD-spektrov 
S pomočjo CD spektropolarimetrije smo spremljali spremembe v strukturi                            
G-kvadrupleksov z zaporedjem d(G4T4G4). 
Spremljanje konformacije oligonukleotida d(G4T4G4) ob prisotnosti različnih 
koncentracij ionov 
Spremljali smo spremembe v strukturi G-kvadrupleksov ob prisotnosti različnih 
koncentracijah kalijevih, natrijevih oz. kalcijevih ionov. Raztopini vzorcev smo dodajali 
enakomerne deleže ionov. Po vsakem dodatku smo posneli CD-spekter raztopine vzorca. 
Pri merjenju vseh CD-spektrov je bila uporabljena 0,25 mm kiveta. CD-spektre smo 
snemali v območju od 190 do 340 nm v koraku po 1 nm. CD-spektri so bili posneti pri 
temperaturi 20 °C.  
Pripravili smo 100 µM raztopino vzorca v vodi in 100 µM raztopino vzorca v 20 mM 
pufru TRIS. Vzorci so bili pred dodatki segreti in ohlajeni. Vzorcu v vodi smo postopoma 
dodajali kalijeve oz. kalcijeve ione do končne koncentracije 105 mM. Za spremljanje 
sprememb v strukturi v raztopini vzorca pripravljenega v pufru TRIS smo dodajali 
kalijeve, kalcijeve ali natrijeve ione do končne koncentracije ionov c = 85 mM.  
Spremembe v strukturi G-kvadruplekov ob prisotnosti tako natrijevih, kot tudi kalijevih 
oz. natrijevih in kalcijevih ionov smo spremljali tako, da smo vzorcu s koncentracijo           
c = 100 µM v 20 mM pufru TRIS s prisotnimi natrijevimi ioni koncentracije 105 mM 
dodajali kalijeve oz. kalcijeve ione do končne koncentracije 104 mM. 
Za spremljanje sprememb v strukturi ob povišani koncentraciji G-kvadrupleksov smo 
pripravili 200 µM raztopino vzorca, ki smo ji dodajali kalijeve ione do končne 
koncentracije ionov 105 mM. 
Posneli smo CD-spekter raztopine vzorca d(G4T4G4), pripravljenega v 20 mM pufru TRIS 
ob dodatku kalijevih ionov končne koncentracije 200 mM, s katerim smo opazovali 
strukturo G-kvadrupleksov ob visoki koncentraciji kalijevih ionov. 
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Spremljanje spremembe konformacije oligonukleotida d(G4T4G4) v odvisnosti od začetne 
strukture ob dodatku kalijevih ionov 
S pomočjo CD spektropolarimetrije smo spremljali spremembe strukture v vodi 
pripravljenega vzorca d(G4T4G4) s koncentracijo 100 μM ob prisotnosti kalijevih ionov 
(c = 100 mM).  
Del pripravljene raztopine vzorca d(G4T4G4) smo termično obremenili s počasnim 
segrevanjem (korak po 2 °C min-1) in jo nato ohladili. Dodali smo ji kalijeve ione do 
končne koncentracije 100 mM. Drugemu delu pripravljene raztopine vzorca, ki ni bil 
termično obremenjen, smo prav tako dodali kalijeve ione do končne koncentracije          
100 mM. S pomočjo CD-spektropolarimetrije smo spremljali časovno odvisnost strukture 
oligonukleotida d(G4T4G4) v prisotnosti kalijevih ionov. 
Pri obeh pripravljenih raztopinah vzorcev so bili pogoji snemanja CD-spektrov enaki. 
Posneti so bili v območju med 190 nm in 330 nm (korak 1 nm). Temperatura snemanja 
spektrov je bila 8 °C. 
Vpliv temperature na obliko CD-spektrov 
CD-spektre raztopin vzorca d(G4T4G4) z dodanimi kationi smo snemali pri različnih 
temperaturah. Prvi CD-spekter smo posneli pri 5 °C, nato smo temperaturo dvignili za     
3 °C in znova posneli spekter. V takšnem koraku smo snemali do 95 °C. Po končanem 
počasnem segrevanju, smo posneli še CD-spekter po hitrem ohlajanju pri 5 °C. Iz 
dobljenih CD-spektrov pri različnih temperaturah smo pridobili talilne krivulje za vzorce 
ob prisotnosti različnih ionov. 
Spremembe konformacije oligonukleotida d(G4T4G4) ob prisotnosti etilen glikola 
Pripravili smo štiri raztopine G-kvadrupleksov s koncentracijo 100 μM v 20 mM pufru 
TRIS. Prva raztopina ni vsebovala ionov. Druga raztopina je vsebovala 25 mM NaCl, 
tretja 50 mM NaCl in četrta 100 mM NaCl. Pripravljene raztopine vzorca smo segreli s 
pomočjo termostata na 95 °C in jih postopno ohlajali (1 °C min-1) do 20 °C. Pripravljene 
raztopine smo titrirali z 11 M etilen glikolom. Vsaki izmed raztopin smo dodali 10 
dodatkov 11 M etilen glikola do končne koncentracije 3 M. Po vsakem dodatku smo 
posneli CD-spekter s katerim smo spremljali spreminjanje strukture d(G4T4G4) ob 
prisotnosti Na+ ionov in ob različnih koncentracijah etilen glikola. CD-spektre smo 
snemali pod enakimi pogoji kot pri titracijah vzorca s kationi. 
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3.4 Kalorimetrične metode in termodinamska analiza 
Stabilnost sistema običajno popišemo z ravnotežno konstanto in Gibbsovo prosto 
energijo. Gibbsovo prosto energijo sestavljata tako entalpijski, kot tudi entropijski 
prispevek. Ti parametri so temperaturno odvisni, zato so njihove vrednosti podane pri 
določeni temperaturi. Toplotna kapaciteta nam podaja temperaturno odvisnost entalpije. 
Vrednost tako entalpije kot tudi toplotne kapacitete lahko dobimo s pomočjo 
spektroskopije in uporabe Van't Hoffove zveze. Njihova neposredna določitev pa je 
mogoča s pomočjo kalorimetričnih metod [27]. 
Stabilnost bioloških makromolekul pri dani temperaturi definiramo kot razliko med 
standardno Gibbsovo prosto energijo v denaturiranem stanju (∆𝐺D(𝑇)
° ) in standardno 
Gibbsovo prosto energijo v nativnem stanju (∆𝐺N(𝑇)
° ). ∆𝐺(𝑇)
°  določa, kakšno populacijo 
nativne oz. denaturirane oblike imamo v raztopini. 
∆𝐺(𝑇)
° = ∆𝐺D(𝑇)
° − ∆𝐺N(𝑇)
°                             ( 6 ) 
Za izračun Gibbsove proste energije kot funkcije temperature uporabimo enačbo: 
∆𝐺(𝑇) =  ∆𝐺(𝑇)
° −  𝑅𝑇ln𝐾(𝑇)                                      ( 7 ) 
∆𝐺(𝑇)
° =  − 𝑅𝑇ln𝐾(𝑇)                                     ( 8 ) 
Gibbsovo prosto energijo (∆𝐺(𝑇)
° ) sestavljajo entalpijski prispevek (∆𝐻(𝑇)
°  – sprememba 
standardne entalpije denaturacije) in entropijski prispevek (T∆𝑆(𝑇)
°  – produkt absolutne 
temperature in spremembe standardne entropije denaturacije). Entalpijski prispevek 
prevladuje pri nižjih temperaturah, medtem ko entropijski prispevek prevlada pri višjih 
temperaturah.  
∆𝐺(𝑇)
° =  ∆𝐻(𝑇)
° − 𝑇∆𝑆(𝑇)
°                                                                                               ( 9 )  
Ob razvitju oz. zvitju biološke makromolekule lahko opazujemo spremembo toplotne 
kapacitete. Toplota, ki jo potrebujemo za dvig temperature raztopine razvitega 
kompleksa, je večja, kot toplota, ki jo potrebujemo za dvig temperature raztopine zvitega 
kompleksa. Toplotna kapaciteta je odvisna od izpostavljenosti površine kompleksa topilu 
ob razvitju. 
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Entalpijo denaturacije pri določeni temperaturi lahko izračunamo s pomočjo 
Kirchoffovega zakona. 
[
𝜕∆𝐻𝑇
°
𝜕𝑇
]
𝑝
=  ∆𝐶𝑝(𝑇)
°                                      ( 10 ) 
∆𝐶𝑝(𝑇)
° … sprememba standardne toplotne kapacitete 
Ob predpostavki, da je toplotna kapaciteta neodvisna od temperature, velja:  
∆𝐻(𝑇)
° =  ∆𝐻(𝑇1/2)
° +  ∆𝐶𝑝(𝑇 −  𝑇1/2) ( 11 ) 
Enačbo 11 vstavimo v Gibbs-Helmholtzovo enačbo. Z integracijo dobljene Enačbe 12, 
od T1/2 (temperatura polovice prehoda) do T, dobimo spremembo standardne proste 
entalpije ∆𝐺(𝑇) 
° izraženo kot funkcijo temperature (Enačba 13). 
(
𝜕(∆𝐺
°
𝑇⁄ )
𝜕𝑇
)
𝑝
=  −
∆𝐻°
𝑇2
 ( 12 ) 
∆𝐺(𝑇)
° =
𝑇∆𝐺(𝑇1/2)
°
𝑇1/2
+ ∆𝐻(𝑇1/2)
° (1 −
1
𝑇1/2
) + ∆𝐶𝑝(𝑇)
° (𝑇 − 𝑇1/2 − 𝑇ln
𝑇
𝑇1/2
) ( 13 ) 
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3.4.1 Diferenčna dinamična kalorimetrija (DSC) 
Diferenčna dinamična kalorimetrija (DSC) je kalorimetrična metoda, s katero lahko 
preučujemo termodinamske lastnosti zvitja in razvitja makromolekul. Makromolekule, 
kot so proteini in nukleinske kisline, lahko tvorijo dobro definirane strukture in 
zavzemajo različne konformacije. Prehodi med posameznimi konformacijami so 
termodinamsko vodeni. Makromolekula se v raztopini nahaja v ravnotežju med zvito 
(nativno) in razvito (denaturirano) konformacijo. Z DSC metodo lahko pojasnimo, kateri 
faktorji prispevajo k zvitju oz. razvitju makromolekule, npr. hidrofobne interakcije, 
vodikove vezi, konformacijska entropija, okolje v katerem se nahaja makromolekula. 
DSC nam omogoča določitev entalpijskih sprememb, ki spremljajo toplotno denaturacijo, 
na modelno neodvisen način.  
Konformacijska sprememba je posledica nadzorovanega višanja temperature. Pri tem se 
porušijo določene nekovalentne vezi. DSC meri toplotni tok, ki je potreben za 
kompenzacijo tega toplotnega efekta. 
Diferenčni dinamični kalorimeter sestavlja referenčna in vzorčna celica. V referenčni 
celici se nahaja topilo, ki mora biti inertno. Vzorčno celico napolnimo s preiskovanim 
vzorcem. Sistem vzdržuje v obeh celicah enako temperaturo. Nad celicama je konstanten 
tlak, ki omogoča segrevanje vzorcev do dovolj visoke temperature brez vrenja. Obe celici 
segrevamo s konstantno hitrostjo. Pri razvitju makromolekule pride do absorpcije toplote 
(endotermen proces). Senzor med celicama zazna temperaturno razliko med njima. 
Grelec v kalorimetru mora dovesti dodatno toploto vzorčni celici, da izniči temperaturo 
razliko med celicama (∆T = 0). S pomočjo integracije dovedene oz. odvedene toplote 
določimo izmenjano toploto v merilni celici, ki je posledica reakcije. 
Toplotni tok, dT/dt, je odvisen od toplotnih kapacitet obeh celic in denaturacije 
makromolekule. Toplotni tok, ki se porabi na račun toplotnih kapacitet celic, dobimo z 
meritvijo, pri kateri sta obe celici napolnjeni s topilom. Do različnih toplotnih kapacitet v 
celicah pride zaradi konstrukcijskih razlik. Od toplotnega toka, ki smo ga dovedli merilni 
celici, dQp/dt moramo odšteti toplotni tok, ki smo ga dovedli referenčni celici, dq/dt.  
Da ugotovimo, kakšen je toplotni efekt, ki pripada temperaturo induciranemu procesu, 
(npr. denaturaciji makromolekule), je potrebno od toplotnega toka, dovedenega merilni 
celici napolnjeni z vzorcem in merilni celici napolnjeni s topilom (
𝑑𝑄vzorec
𝑑𝑡
−
𝑑𝑞topilo
𝑑𝑡
), 
odšteti toplotni tok, ki se porabi na račun toplotnih kapacitet celic (
𝑑𝑄topilo
𝑑𝑡
−
𝑑𝑞topilo
𝑑𝑡
) pri 
isti temperaturi. 
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Toplota, Q, ki se v merilni celici porabi ali sprosti: 
𝑄 =
1
𝑟
 ∫ (
𝑑𝑄
𝑑𝑡
−
𝑑𝑞
𝑑𝑡
) 𝑑𝑇                                     ( 14 ) 
𝑇 =  𝑇0 + 𝑟𝑡                                     ( 15 ) 
𝐶𝑝 = (
𝑑𝑄
𝑑𝑇
)
𝑝
=
1
𝑟
(
𝑑𝑄
𝑑𝑡
−
𝑑𝑞
𝑑𝑡
)                                      ( 16 ) 
dQ/dt …toplotni tok v vzorčni celici 
dq/dt … toplotni tok v referenčni celici 
r … hitrost gretja oz. hlajenja 
Cp … toplotna kapaciteta pri konstantnem tlaku 
∆Cp nam pove kakšna je razlika med vrednostima Cp nativne in denaturirane oblike      
(Slika 13a). Iz začetnega dela krivulje lahko razberemo Cp,N nativne oblike, medtem ko 
Cp,D denaturirane oblike razberemo iz končnega dela termograma. Ekstrapolacija Cp,N po 
celotnem temperaturnem intervalu nam opisuje teoretično obnašanje makromolekule v 
nativni obliki. Ekstrapoliran Cp,N nam tako predstavlja bazno linijo, ∆Cp pa predstavlja 
razliko med signalom in bazno linijo (Slika 13a).  
 
Slika 13: Prikaz skice DSC termograma. 
Iz termograma lahko poleg spremembe toplotne kapacitete konformacijskega prehoda pri 
stalnem tlaku (∆Cp) razberemo oz. določimo tudi druge termodinamske parametre, kot so 
sprememba entalpije (∆H), sprememba Gibbsove proste energije (∆G), sprememba 
entropije (∆S), temperatura polovice prehoda (T1/2) in temperatura pri kateri je toplotna 
kapaciteta največja (Tmax). 
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Vrednost spremembe entalpije pri temperaturi polovice prehoda (∆HD,T½) lahko dobimo 
na modelno neodvisen način s pomočjo integracije površine pod krivuljo. S pomočjo 
priloženega programa inštrumenta, smo ročno določili potek bazne linije in jo odšteli od 
signala.  
Temperatura polovice prehoda je temperatura, pri kateri je polovica DNK že v 
denaturiranem stanju, polovica pa še v nativnem. T1/2 ponavadi privzamemo kot 
referenčno temperaturo (T0). Na termogramu se pri dvostopenjskih prehodih nahaja tam, 
kjer je vrednost ∆Cp največja.  
Entalpijo denaturacije določimo kot površino pod krivuljo ∆Cp v odvisnosti od 
temperature (Slika 13b). 
∆𝐻D,𝑇1/2 = ∆𝐻D,𝑇K − ∫ ∆𝐶𝑝𝑑𝑇
𝑇K
𝑇1
2
  ( 17 )                                 
Sprememba entalpije denaturacije gre na račun razlike v energiji interakcij med nativnim 
in denaturiranim stanjem. S pomočjo diferenčne dinamične kalorimetrije lahko pridemo 
do termodinamskih parametrov tako na modelno neodvisen način, kot tudi na modelno 
odvisen način [2, 28, 29]..  
3.4.2 Modelno odvisna termodinamska analiza  
Eksperimentalne podatke o zvitju in razvitju G-kvadrupleksnih struktur lahko opišemo s 
fizikalno smiselnim kinetičnim modelom pretvorb in napovemo deleže različnih zvrsti  
G-kvadrupleksov kot funkcijo temperature in časa. 
Kinetični model in neravnotežna termodinamika 
Pri obravnavi poteka kemijske reakcije in kemijskega ravnotežja je potrebno upoštevati 
termodinamiko in kinetiko reakcije. Termodinamika nam napove smer kemijske reakcije, 
medtem ko kinetika napove hitrost te spremembe. Hitrost izbranega procesa ni odvisna 
le od začetnega in končnega stanja, temveč tudi od vmesnih procesov (npr. cepitev vezi, 
nastanek novih vezi).  
Splošno kemijsko reakcijo lahko zapišemo kot: 
𝑣𝐴𝐴 + 𝑣𝐵𝐵 ⟷  𝑣𝑌𝑌 + 𝑣𝑍𝑍 
Hitrost kemijske reakcije (v) je odvisna od koncentracij reaktantov (𝑐𝐴, 𝑐𝐵)  oz. včasih 
tudi od koncentracije produktov (𝑐𝑌, 𝑐𝑍).  
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𝑣 =  − 
1
𝑣𝐴
𝑑𝑐𝐴
𝑑𝑡
=  − 
1
𝑣𝐵
𝑑𝑐𝐵
𝑑𝑡
=  + 
1
𝑣𝑌
𝑑𝑐𝑌
𝑑𝑡
=  + 
1
𝑣𝑍
𝑑𝑐𝑍
𝑑𝑡
                                                   ( 18 ) 
Zakon o reakcijski hitrosti, ki povezuje hitrost (v) s koncentracijami reaktantov 
(𝑐𝐴, 𝑐𝐵) oz. produktov (𝑐𝑌, 𝑐𝑍) zapišemo v  obliki: 
𝑣 = 𝑘(𝑇)𝑐𝐴2
𝛼 𝑐𝐵
𝛽
                                                                                                   ( 19 ) 
Eksponenta α in β predstavljata delni red reakcije za posamezne komponente. Pove nam 
s kolikšnim eksponentom nastopa neka snov v hitrostnem zakonu. k je konstanta 
reakcijske hitrosti in je odvisna od temperature (T). 
Celokupni red reakcije je vsota delnih redov: 𝑛 = 𝛼 +  𝛽 + ⋯ + 𝜅 
Reaktanta lahko reagirata le v primeru, če imata molekuli A in B pri trku več energije, 
kot je aktivacijska energija za to reakcijo. Prav tako velja za reverzibilen proces. Vmesno 
stanje, aktivacijski kompleks, ustreza minimalni energiji, ki je potrebna za potek reakcije. 
Med začetnim in končnim stanjem imamo prehodno stanje.  
Aktivacijska energija je vedno pozitivna. Reakcija je pri višji aktivacijski energiji 
počasnejša. Termodinamika podaja le razliko med energijskima nivojema reaktantov in 
produktov in nima vpliva na hitrost kemijske reakcije. Hitrost kemijske reakcije pa je 
odvisna le od energijske bariere.  
Arrheniusova enačba podaja odvisnost konstante reakcijske hitrosti od temperature. 
𝑘 = 𝑘0𝑒
−
𝐸𝑎
𝑅𝑇⁄                                                                                                        ( 20 ) 
k0 … konstanta, značilna za določeno reakcijo (frekvenčni faktor) 
R … plinska konstanta 
Ea … aktivacijska energija 
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Slika 14: Predpostavljen kinetični model termično induciranega razvitja                        
G-kvadrupleksnih struktur d(G4T4G4) ob prisotnosti kalijevih ionov. 
Za spremljanje deleža posamezne oblike G-kvadrupleksa smo izpeljali enačbe. 
Hitrost razpada G-kvadrupleksne strukture A2 smo popisali z enačbo: 
−
𝑑[𝐴2]
𝑑𝑡
=  𝑘1[𝐴2] −  𝑘2[𝐵2] + 𝑘5[𝐴2] − 𝑘6[𝑆]
2                                      ( 21 ) 
[𝐴2], [𝐵2] … koncentracija kvadrupleksnih struktur A2 oz. B2 
[𝑆] … koncentracija enojnih verig 
𝐶𝑇 …celotna koncentracija oligonukleotidov 
k1, k2, k3, k4, k5, k6 …konstante reakcijske hitrosti 
Celotno koncentracijo oligonukleotidov (CT) izrazimo kot vsoto koncentracij enojnih 
verig oligonukleotidov.  
𝐶𝑇 = 2[𝐴2] +  2[𝐵2] +  [𝑆]                                     ( 22 ) 
Koncentracijo enojnih verig v raztopini lahko zapišemo kot: 
[𝑆] =  𝐶𝑇 − 2[𝐴2] − 2[𝐵2]                                     ( 23 ) 
Iz povezave med enačbama 21 in 23 sledi enačba: 
−
𝑑[𝐴2]
𝑑𝑡
=  𝑘1[𝐴2] −  𝑘2[𝐵2] + 𝑘5[𝐴2] − 𝑘6(𝐶𝑇 − 2[𝐴2] − 2[𝐵2])
2 =  𝑘1[𝐴2] −
                   𝑘2[𝐵2] + 𝑘5[𝐴2] −  𝑘6(𝐶𝑇
2 + 4[𝐴2]
2 − 4[𝐵2]
2 − 4𝐶𝑇[𝐴2]  − 4𝐶𝑇[𝐵] +
                   8[𝐴2][𝐵2]) = 𝑘1[𝐴2] − 𝑘2[𝐵2] + 𝑘5[𝐴2] − 𝑘6𝐶𝑇
2 − 𝑘64[𝐴2]
2 −
                   𝑘64[𝐵2]
2 + 𝑘64𝐶𝑇[𝐴2] + 𝑘64𝐶𝑇[𝐵2] − 𝑘68[𝐴2][𝐵2] =  [𝐴2](𝑘1 + 𝑘5 +
                   𝑘64𝐶𝑇 ) +  [𝐵2](−𝑘2 + 4𝑘6𝐶𝑇) − 𝑘6𝐶𝑇
2 − 𝑘64[𝐴2]
2 − 𝑘64[𝐵2]
2 −
                   𝑘68[𝐴2][𝐵2]                                                                                               ( 24 ) 
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−
𝑑[𝐴2]
𝑑𝑡
2
𝐶𝑇
2 =
2[𝐴2]
𝐶𝑇
2 (𝑘1 + 𝑘5 + 4𝑘6𝐶𝑇) +
2[𝐵2]
𝐶𝑇
2 (−𝑘2 + 4𝑘6𝐶𝑇) −
2𝑘6𝐶𝑇
2
𝐶𝑇
2 −
2𝑘64[𝐴2]
2
𝐶𝑇
2 −
                       
2𝑘64[𝐵2]
2
𝐶𝑇
2 −
2𝑘68[𝐴2][𝐵2]
𝐶𝑇
2                                      ( 25 ) 
Delež snovi v raztopini (α) je enak razmerju med koncentracijo snovi in skupno 
koncentracijo vseh prisotnih snovi. Upoštevamo, da je delež snovi izražen v obliki 
enojnih verig. 
𝛼𝐴 =
2[𝐴2]
𝐶𝑇
                                     ( 26 ) 
−
𝛼𝐴
𝑑𝑡𝐶𝑇
=  
𝛼𝐴
𝐶𝑇
(𝑘1 + 𝑘5 + 4𝑘6𝐶𝑇) +
𝛼𝐵
𝐶𝑇
(−𝑘2 + 4𝑘6𝐶𝑇) − 2𝑘6 − 2𝑘6𝛼𝐴
2 − 2𝑘6𝛼𝐵
2 −
                  𝑘64 𝛼𝐴𝛼𝐵                                     ( 27 ) 
Enačbo delimo še s celotno koncentracijo snovi, CT. 
−
𝛼𝐴
𝑑𝑡
=  𝛼𝐴(𝑘1 + 𝑘5 + 4𝑘6𝐶𝑇) + 𝛼𝐵(−𝑘2 + 4𝑘6𝐶𝑇) − 2𝑘6𝐶𝑇 − 2𝑘6𝛼𝐴
2𝐶𝑇 −
               2𝑘6𝛼𝐵
2𝐶𝑇 − 𝑘64 𝛼𝐴𝛼𝐵𝐶𝑇                                     ( 28 ) 
Z upoštevanjem hitrosti gretja v DSC inštrumentu (r) lahko delež strukture spremljamo v 
odvisnosti od temperature (
𝛼𝐴
𝑑𝑇
 oz.
𝛼𝐵
𝑑𝑇
). Hitrost gretja v DSC inštrumentu zapišemo kot: 
𝑟 =
𝑑𝑇
𝑑𝑡
→ 𝑑𝑡 =
𝑑𝑇
𝑟
                                     ( 29 ) 
−
𝛼𝐴
𝑑𝑇
=
𝛼𝐴
𝑟
(𝑘1 + 𝑘5 + 4𝑘6𝐶𝑇) +
𝛼𝐵
𝑟
(−𝑘2 + 4𝑘6𝐶𝑇) −
2
𝑟
𝑘6𝐶𝑇 −
2
𝑟
𝑘6𝛼𝐴
2𝐶𝑇 −
               
2
𝑟
𝑘6𝛼𝐵
2𝐶𝑇 −
4
𝑟
𝑘6 𝛼𝐴𝛼𝐵𝐶𝑇                                     ( 30 ) 
Izpeljali smo enačbo, ki opisuje delež strukture v odvisnosti od temperature (T). Tako kot 
za strukturo A, smo izpeljali še enačbo za strukturo B. 
−
𝛼𝐵
𝑑𝑇
=
𝛼𝐵
𝑟
(𝑘2 + 𝑘3 + 4𝑘4𝐶𝑇) +
𝛼𝐴
𝑟
(−𝑘1 + 4𝑘4𝐶𝑇) −
2
𝑟
𝑘4𝐶𝑇 −
2
𝑟
𝑘4𝛼𝐴
2𝐶𝑇 −
               
2
𝑟
𝑘4𝛼𝐵
2𝐶𝑇 −
4
𝑟
𝑘4 𝛼𝐴𝛼𝐵𝐶𝑇                                     ( 31 ) 
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Na podlagi enačbe 20 lahko, lahko zapišemo konstante reakcijskih hitrosti: 
𝑘1 = 𝑘1
° 𝑒−
𝐸𝑎1
𝑅𝑇⁄                                        
𝑘2 = 𝑘2
° 𝑒−
(𝐸𝑎1−∆𝐻𝑎𝑏)
𝑅𝑇⁄                                                                                               ( 32 ) 
𝑘3 = 𝑘3
° 𝑒−
𝐸𝑎3
𝑅𝑇⁄                                                                                                          
𝑘4 = 𝑘4
° 𝑒−
(𝐸𝑎3−∆𝐻𝑏𝑐)
𝑅𝑇⁄                                                                                                 ( 33 ) 
𝑘5 = 𝑘5
° 𝑒−
𝐸𝑎5
𝑅𝑇⁄                                                                                                           
𝑘6 = 𝑘6
° 𝑒−
(𝐸𝑎5−∆𝐻𝑎𝑐)
𝑅𝑇⁄                                                                                                 ( 34 ) 
Ob upoštevanju konstant reakcijskih hitrostih (Enačbe 32-34) lahko zapišemo 
diferencialni enačbi, ki nam podajata spreminjanje deleža snovi s temperaturo, v končni 
obliki. 
−
𝛼𝐴
𝑑𝑇
=
𝛼𝐴
𝑟
(𝑘1
° 𝑒−
𝐸𝑎1
𝑅𝑇⁄ + 𝑘5
° 𝑒−
𝐸𝑎5
𝑅𝑇⁄ + 4𝐶𝑇𝑘6
° 𝑒−
(𝐸𝑎5−∆𝐻𝑎𝑐)
𝑅𝑇⁄ ) +
              
𝛼𝐵
𝑟
(−𝑘2
° 𝑒−
(𝐸𝑎1−∆𝐻𝑎𝑏)
𝑅𝑇⁄ + 4𝐶𝑇𝑘6
° 𝑒−
(𝐸𝑎5−∆𝐻𝑎𝑐)
𝑅𝑇⁄ ) −
2
𝑟
𝑘6
° 𝑒−
(𝐸𝑎5−∆𝐻𝑎𝑐)
𝑅𝑇⁄ 𝐶𝑇 −
               
2
𝑟
𝑘6
° 𝑒−
(𝐸𝑎5−∆𝐻𝑎𝑐)
𝑅𝑇⁄ 𝛼𝐴
2𝐶𝑇 −
2
𝑟
𝑘6
° 𝑒−
(𝐸𝑎5−∆𝐻𝑎𝑐)
𝑅𝑇⁄ 𝛼𝐵
2𝐶𝑇 −
               
4
𝑟
𝑘6
° 𝑒−
(𝐸𝑎5−∆𝐻𝑎𝑐)
𝑅𝑇⁄  𝛼𝐴𝛼𝐵𝐶𝑇                                                ( 35 ) 
−
𝛼𝐵
𝑑𝑇
=
𝛼𝐵
𝑟
(𝑘2
° 𝑒−
(𝐸𝑎1−∆𝐻𝑎𝑏)
𝑅𝑇⁄ + 𝑘3
° 𝑒−
𝐸𝑎3
𝑅𝑇⁄ + 4𝑘4
° 𝑒−
(𝐸𝑎3−∆𝐻𝑏𝑐)
𝑅𝑇⁄ 𝐶𝑇) +
               
𝛼𝐴
𝑟
(−𝑘1
° 𝑒−
𝐸𝑎1
𝑅𝑇⁄ + 4𝑘4
° 𝑒−
(𝐸𝑎3−∆𝐻𝑏𝑐)
𝑅𝑇⁄ 𝐶𝑇) −
2
𝑟
𝑘4
° 𝑒−
(𝐸𝑎3−∆𝐻𝑏𝑐)
𝑅𝑇⁄ 𝐶𝑇 −
                
2
𝑟
𝑘4
° 𝑒−
(𝐸𝑎3−∆𝐻𝑏𝑐)
𝑅𝑇⁄ 𝛼𝐴
2𝐶𝑇 −
2
𝑟
𝑘4
° 𝑒−
(𝐸𝑎3−∆𝐻𝑏𝑐)
𝑅𝑇⁄ 𝛼𝐵
2𝐶𝑇 −
                
4
𝑟
𝑘4
° 𝑒−
(𝐸𝑎3−∆𝐻𝑏𝑐)
𝑅𝑇⁄  𝛼𝐴𝛼𝐵𝐶𝑇            ( 36 ) 
V merilni celici DSC se nahaja topilo (n1) in topljenec (n2). Celotno entalpijo raztopine 
pri danem tlaku in temperaturi sestavljajo prispevki množine topila in topljenca in njunih 
parcialnih molskih entalpij. Prav tako k toplotni kapaciteti prispevata tako topilo kot tudi 
topljenec. 
𝐶𝑝 = 𝑛1𝐶?̅?,1 + 𝑛2𝐶?̅?,2 ( 37 ) 
n1 … množina topila 
n2 … množina topljenca 
Cp … toplotna kapaciteta raztopine 
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𝐻 = 𝑛𝐴?̅?𝐴 + 𝑛𝐵?̅?𝐵 + 𝑛𝑆?̅?𝑆 + 𝑛1?̅?1     ( 38 ) 
H … celotna entalpija raztopine 
?̅?𝐴, ?̅?𝐵, ?̅?𝑆 … parcialne molske entalpije struktur A2, B2 in S 
𝑛𝐴, 𝑛𝐵 , 𝑛𝑆 … množina struktur A2, B2 in S 
Celotna množina enojnih verig (nT) je sestavljena iz vseh množin enojnih vijačnic v 
raztopini. 
𝑛𝑇 = 2𝑛𝐴 + 2𝑛𝐵 + 𝑛𝑆  ( 39 ) 
Izrazimo množino enojnih verig in to upoštevamo pri izrazu celotne entalpije. 
𝑛𝑆 = 𝑛𝑇 − 2(𝑛𝐴 + 𝑛𝐵) ( 40 ) 
𝐻 = 𝑛1?̅?1 − 𝑛𝐴(2?̅?𝑆 − ?̅?𝐴) − 𝑛𝐵(2?̅?𝑆 − ?̅?𝐵) + 𝑛𝑇?̅?𝑆 ( 41 ) 
Izraz v oklepajih predstavljajo entalpije razvitja posameznih struktur, zato lahko 
zapišemo: 
𝐻 = 𝑛1?̅?1 − 𝑛𝐴∆𝐻𝐴𝑆 − 𝑛𝐵∆𝐻𝐵𝑆 + 𝑛𝑇?̅?𝑆 ( 42 ) 
Z odvajanjem enačbe 42 po temperaturi in z upoštevanjem enačbe 37 pridemo do izraza:  
𝐶𝑝 − 𝑛1𝐶?̅?,1 =  −
𝑑𝑛𝐴
𝑑𝑇
∆𝐻𝐴𝑆 −
𝑑𝑛𝐵
𝑑𝑇
∆𝐻𝐵𝑆 + 𝑛𝑇𝐶?̅?,𝑆 ( 43 ) 
Za zelo razredčene raztopine lahko predpostavimo, da je 𝑛1𝐶?̅?,1 = 𝑛1𝐶𝑝,1, kjer predstavlja 
𝑛1𝐶𝑝,1 toplotno kapaciteto topila v merilni celici pri določanju bazne linije. V izrazu 
upoštevamo, 𝑛2 =  
𝑛𝑇
2
. 
𝐶?̅?,2 =
𝐶𝑝−𝑛1?̅?𝑝,1
𝑛𝑇
2
 −
𝑑𝛼𝐴
𝑑𝑇
∆𝐻𝐴𝑆 −
𝑑𝛼𝐵
𝑑𝑇
∆𝐻𝐵𝑆 + 2𝐶?̅?,𝑆 ( 44 ) 
Če od parcialne molske toplotne kapacitete topljenca odštejemo parcialno molsko 
toplotno kapaciteto nativne oblike, dobimo spremembo toplotne kapacitete topljenca. 
Enačba predstavlja modelno funkcijo za DSC signal. 
∆𝐶𝑝 = 𝐶?̅?,2 − 2𝐶?̅?,𝑆 = −
𝑑𝛼𝐴
𝑑𝑇
∆𝐻𝐴𝑆 −
𝑑𝛼𝐴
𝑑𝑇
∆𝐻𝐵𝑆 ( 45 ) 
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3.4.3 Izvedba analize z DSC 
Pred uporabo DSC kalorimetra, ga je bilo potrebno očistiti. Inštrument smo očistili s 
pomočjo destilirane vode in 3 % raztopine DECON. Pred izvedbo eksperimenta smo 
vzorce razplinili s pomočjo razplinjevalca. Vzorčno celico smo napolnili s 560 μL 
pripravljene raztopine vzorca, medtem ko smo referenčno celico napolnili z enakim 
volumnom slepega vzorca.  
Za vsak vzorec smo izmenično posneli 3 grelne in 3 ohlajevalne krivulje v temperaturnem 
območju med 1 °C in 80 °C. Termograme smo posneli pri različnih hitrostih gretja              
(1 °C min-1 oz. 2 °C min-1).  Eksperiment je potekal pod nadtlakom 3 atm.  
Od dobljenega signala smo odšteli signal slepega vzorca s pomočjo programa Launch 
Nano Analyze. Dobljeno vrednost Cp smo pretvorili v molsko toplotno kapaciteto,              
Cp (kJ mol
-1 K-1). ∆Cp predstavlja razliko med dobljenim signalom in bazno linijo. 
Površina pod dobljeno krivuljo termograma nam podaja entalpijo prehoda, do katere smo 
prišli na modelno neodvisen način.  
Eksperiment smo izvedli z raztopino oligonukleotida d(G4T4G4) s koncentracijo 100 μM, 
pripravljenem v vodi ob prisotnosti kalijevih ionov.  
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3.5 Poliakrilamidna gelska elektroforeza (PAGE) 
Elektorforeza je separacijska analizna metoda, ki temelji na potovanju nabitih delcev v 
električnem polju. Nukleinske kisline imajo prisotne nabite skupine, ki omogočajo 
potovanje pod vplivom električnega polja proti elektrodi. Hitrost potovanja je odvisna od 
celokupnega naboja, oblike in velikosti molekule. Na delec z nabojem q deluje sila 
električne poljske jakosti (Eq), zaradi katere se delec giblje poti elektrodi. V nasprotni 
smeri njegovega potovanja deluje zavorna sila (f). Zaviranje delca je odvisno od velikosti, 
oblike delca, poroznosti medija skozi katerega se giblje delec (zamreženosti gela) in 
viskoznosti elektrolita.  
Za ločevanje makromolekul (proteinov in nukleinskih kislin) danes uporabljamo gelsko 
elektoforezo, kjer nosilec predstavlja agarozni gel ali poliakrilamidni gel. Dimenzije por 
v agaroznih gelih so precej večje, zato jih uporabljamo za ločitev zelo velikih molekul. 
Za ločitev manjših pa uporabljamo poliakrilamidne gele.  
Poliakrilamidna elektroforeza poteka vertikalno (Slika 15). Gel vlijemo med dve stekleni 
plošči, kjer polimerizira. Gel je potopljen v kad, napolnjeno s pufrom in priključen na 
napetost. Oba konca gela morata biti v stiku z elektrolitom. Ogrodje DNK je negativno 
nabito zato se pod vplivom električnega polja molekule gibljejo proti pozitivno nabiti 
elektrodi, anodi. 
Za pripravo poliakrilamidnega gela potrebujemo: akrilamid, bisakrilamid, pufer, 10 % 
vodno raztopino APS (amonijev persulfat) in TEMED (N, N, N', N' – tetrametilendiamin). 
APS deluje kot iniciator, medtem ko TEMED deluje kot katalizator. Potrebujemo ju za 
nastanek prostih radikalov, ki omogočajo prečno povezovanje akrilamidnih in 
bisakrilamidnih molekul. Zamreženost gela uravnavamo s koncentracijo akrilamida in 
bis-akrilamida. Pufra, ki se uporabljata za poliakrilamidno elektorforezo nukleinskih 
kislin, sta TAE (tris-acetatni-EDTA, pH 8,0) in TBE (tris-boratni-EDTA, pH 7,5 – 8,5). 
TBE je primernejši, saj nam omogoča ločevanje pri višji temperaturi z višjo ločljivostjo. 
Vzorec nanesemo v žepke na vrhu gela. Molekule v vzorcu, ki ga nanesemo v žepek 
nimajo enakega začetnega položaja. Molekule na dnu bodo v gel vstopile prve, molekule 
na vrhu pa bodo za njimi zaostajale ves čas potovanja skozi gel. Posledica tega so 
razširjeni pasovi in slabša resolucija. Temu se izognemo z uporabo dveh različno 
zamreženih gelov. Pri pripravi gela najprej nanesemo ločevalni ali separacijski gel, nad 
njega pa še zbiralni oz. koncentracijski gel. V trenutku, ko ločevane molekule dosežejo 
separacijski gel, se gibljejo ločeno na osnovi svojega naboja in velikosti. Majhne 
molekule skozi pore gela potujejo hitreje, medtem ko se večje v porah zadržijo dlje časa. 
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Nanašalni pufer vsebuje glicerol ali saharozo, ki povečata gostoto vzorca. Na ta način 
preprečimo difuzijo vzorca že pred začetkom ločbe. V nanašalnem pufru je lahko tudi 
barvilo (npr. bromfenol modro), ki omogoča spremljanje potovanje vzorca v obočju vidne 
svetlobe. 
Elektroforezne lise lahko detektiramo z baravanjem gela z etidijevim bromidom ali s 
slikanjem gela na TLC ploščici. Za katerega izmed teh dveh načinov se odločimo je 
odvisno od koncentracije DNK v vzorcu. Fotografiranje gela na TLC ploščici zahteva 
visoke koncentracije. Gel izpostavimo svetlobi. Ta se absorbira tam, kjer je vzorec (temne 
elektroforezne lise). Belo ozadje nam pojasni, da svetloba prehaja gel in se odbija od TLC 
ploščice [34]. 
 
Slika 15: Skica poliakrilamidne gelske elektroforeze. 
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3.5.1 Izvedba poliakrilamidne gelske elektroforeze 
Pripravili smo 16 % poliakrilamidni gel. Gel smo pripravili iz reagentov TBE, vode, 
akrilamida/bisakrilamida (19:1) ob dodatku APS in TEMEDa. Za izbiro koncentracije 
pripravljenega vzorca smo na gel nanesli različne koncentracije vzorca brez dodanih 
ionov (Slika 16). 
 
Slika 16: Slika gela vzorcev d(G4T4G4) različnih koncentracij                                    
(250 μm; 500 μm; 750 μm). 
Pred nanosom vzorca na gel smo dodali 3 μl 40 % saharoze s katero smo povečali gostoto 
vzorca in s tem preprečili difuzijo še pred začetkom elektroforeze. Za elektorforezni pufer 
smo uporabili trisboratni pufer (TBE). Elektroforeza je potekala 90 min pod napetostjo 
110 V, tokom 300 mA, močjo 50 W in temperaturi 20 °C. Po končani poliakrilamidni 
gelski elektorforezi smo gel položili na TLC ploščico in ga fotografirali v UV komori. 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Določitev koncentracije oligonukleotida d(G4T4G4) 
Koncentracijo vzorca smo določili s pomočjo UV-VIS spektroskopije in                           
Beer-Lambertovega zakona (Enačba 2). Molarni ekstinkcijski koeficient (ε260nm) za 
oligonukleotid z zaporedjem baz d(G4T4G4) smo določili s pomočjo enačbe 3 in tabele 1 
in znaša 115 dm3 mmol-1 cm-1. Vrednosti ekstinkcijskih keoficientov so podane za razvite 
strukture DNK pri valovni dolžini 260 nm, zato je za meritev absorbance strukturo DNK 
potrebno termično razviti in posneti celotno talilno krivuljo. Talilno krivuljo smo posneli 
v območju med 15 °C in 85 °C. Zadnji del dobljene krivulje pri 260 nm smo ekstrapolirali 
na 25 °C in odčitali absorbanco, ki bi jo teoretično imela razvita, enojna veriga DNK pri 
25 °C (Enačba 46, Slika 17). Dolžina optične poti, pri kateri smo merili absorbanco, je 
bila 1 cm. 
𝐴260nm = 4,06 𝑥 10
−4 𝑇 + 0,621 ( 46 ) 
 
Slika 17: UV-talilna krivulja raztopine oligonukleotida d(G4T4G4) in linearna 
ekstrapolacija dela talilne krivulje na temperaturo 25 °C za določitev                   
absorbance enojne verige. 
Po opisanem postopku smo odčitali absorbanco merjene raztopine vzorca d(G4T4G4) in s 
pomočjo Beeer-Lambertovega zakona določili koncentracijo, ki je znašala c = 1,09 mM. 
Pri tem smo glede na literaturo [9, 39] privzeli, da G-kvadrupleksno strukturo z 
zaporedjem d(G4T4G4) sestavljata dve verigi. 
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4.2 Strukturna analiza s CD-spektropolarimtrijo 
CD-spektropolarimetrija nam omogoča pridobitev informacij o strukturi                                   
G-kvadrupleksov in efektu vpliva kationov in njihovih koncentracij na njihovo strukturo.                             
Za posamezno strukturo G-kvadrupleksov je značilen CD-spekter. V primeru kjer             
G-kvadrupleksno strukturo sestavljajo štirje paralelni nizi, se v CD-spektru pojavi 
maksimum eliptičnosti pri 260 nm in minimum eliptičnosti pri 240 nm. V CD-spektru 
antiparalelnih struktur pa je opazen maksimum pri 295 nm in minimum okoli 260 nm  
[35, 36, 37]. 
Paralelna in antiparalelna struktura G-kvadrupleksov lahko obstajata istočasno [38]. 
Spekter takšnih struktur ima dva pozitivna signala, tako pri 260 nm značilnem za 
paralelne strukture, kot tudi 295 nm značilnem za antiparalelne strukture. Prehajanje med 
njima je odvisno od koncentracije prisotnih kationov. 
4.2.1 Spremembe konformacije oligonukleotida d(G4T4G4) v odvisnosti od začetne 
strukture ob dodatku kalijevih ionov 
S pomočjo CD-spektropolarimetrije smo spremljali časovno odvisnost signala CD. S 
pomočjo dobljenih CD-spektrov smo zasledovali spremembe v strukturi                                
G-kvadrupleksov po dodatku kalijevih ionov.  
Primerjali smo dobljene CD-spektre G-kvadrupleksov (c = 100 μM) v vodi po dodatku 
kalijevih ionov k že strukturirani obliki zaporedja d(G4T4G4) (termično neobremenjen) 
(Slika 18) in pa razviti obliki zaporedja d(G4T4G4) (Slika 19). G-kvadrupleksi v vodi, ki 
predhodno niso bili termično obremenjeni, ob odsotnosti ionov zavzamejo določeno, 
najugodnejšo konformacijo [39]. Na CD-spektrih se pojavita signala pri 260 nm, kot tudi 
pri 295 nm. Ob dodatku kalijevih ionov (c = 100 mM) se poviša intenziteta signala pri 
295 nm (Slika 18). 
Opazimo, da so končne konformacije G-kvadrupleksov odvisne od izhodiščnega stanja. 
Vendar si s časom spektri postajajo podobni. Vrh, ki so pojavi pri 260 nm se znižuje, 
medtem ko se vrh pri 295 nm povečuje. Sprememba, ki jo zaznamo s                                      
CD-spektropolarimetrijo, je opazna po treh tednih. 
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Slika 18: CD-spektri spremljanja strukture d(G4T4G4) (c = 100 μM) ob prisotnosti      
100 mM K+ ionov v vodi. 
 
Slika 19: CD-spektri spremljanja termično obremenjene strukture d(G4T4G4)                 
(c = 100 μM)  ob prisotnosti 100 mM K+ ionov v vodi. 
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4.2.2 Spremembe konformacije oligonukleotida d(G4T4G4) v vodi ob dodajanju 
kalijevih ali kalcijevih ionov 
S pomočjo CD-spektropolarimetrije smo preverili, kakšno konformacijo zavzame 
raztopina termično obremenjenega vzorca d(G4T4G4) s koncentracijo 100 μM 
pripravljenega v vodi ob prisotnosti kalijevih oz. kalcijevih ionov.  
Ob termični obremenitvi vzorca oligonukleotida d(G4T4G4) v vodi (c = 100 μM) le tega 
najdemo v obliki enojnih verig. Ob dodatku kalijevih ionov na CD-spektru se poleg 
signala pri 260 nm, pojavi tudi signal pri 295 nm (Slika 20), kar nakazuje na prisotnost 
vsaj ene hibridne strukture. Ob povečevanju koncentracije kalijevih ionov se povečuje 
intenziteta signala pri 295 nm. Pri določeni koncentraciji ionov, se naraščanje intenzitete 
signala ustavi. Če začetnemu vzorcu, kjer ni G-kvadrupleksov, dodajamo kalcijeve ione, 
lahko spremljamo višanje intenzitete signala pri 260 nm. Ta signal nakazuje nastanek 
paralelne konformacije (Slika 21). 
 
 
Slika 20: CD-spektri - titracija vzorca d(G4T4G4) v vodi s K
+ ioni. 
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Slika 21: CD-spektri - titracija vzorca d(G4T4G4) v vodi s Ca
2+ ioni. 
4.2.3 Konformacije oligonukleotida d(G4T4G4) v 20 mM pufru TRIS ob prisotnosti 
kalijevih, natrijevih ali kalcijevih ionov 
Spremljali smo spremembe v strukturi G-kvadrupleksov d(G4T4G4) (c = 100 μM), 
pripravljenega v 20 mM pufru TRIS ob različnih koncentracijah kalijevih, natrijevih in 
kalcijevih ionov. Končna koncentracija ionov je bila c = 85 mM. 
G-kvadrupleksi d(G4T4G4), pripravljeni v 20 mM pufru TRIS (pH = 7,2), se po termični 
obremenitvi nahajajo v obliki enojnih verig. Ob dodatku kalijevih ionov pride do pojava 
vrhov tako pri 260 nm, kot tudi pri 295 nm. To nam nakazuje na prisotnost vsaj ene 
hibridne strukture (Slika 22). S povečevanjem koncentracije kalijevih ionov se povečuje 
intenziteta vrha pri 295 nm. 
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Slika 22: CD-spektri - titracija vzorca d(G4T4G4) v 20 mM pufru TRIS s K
+ ioni. 
Ob dodatku natrijevih ionov d(G4T4G4) vidimo prisotnost pozitivnega signala pri 295 nm 
in negativnega signala pri 265 nm. CD-spekter nam pove, da d(G4T4G4) ob prisotnosti 
natrijevih ionov zavzame antiparalelno konformacijo (Slika 23).  
 
Slika 23: CD-spektri - titracija vzorca d(G4T4G4) v 20 mM pufru TRIS z Na
+ ioni. 
V primeru dodatka kalcijevih ionov k raztopini vzorca d(G4T4G4) v 20 mM pufru TRIS 
na CD-spektru opazimo izrazit signal pri 260 nm, ki nakazuje nastanek paralelne 
konformacije (Slika 24). 
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Slika 24: CD-spektri - titracija vzorca d(G4T4G4) v 20 mM pufru TRIS s Ca
2+ ioni. 
4.2.4 Spremembe konformacije oligonukleotida d(G4T4G4) v pufru TRIS pri visoki 
koncentraciji oligonukleotida ali K+ ionov 
Prehajanje med strukturama paralelne in antiparalelne konformacije je odvisno od 
koncentracije prisotnega iona [40]. Graf (Slika 25) prikazuje CD-spektra d(G4T4G4) ob 
prisotnosti različnih koncentracij kalijevih ionov. Ob višji (200 mM) koncentraciji 
kalijevih ionov opazimo višji signala pri 295 nm (Slika 25). Iz česar lahko sklepamo, da 
se ob povečani koncentraciji kalijevih ionov poveča prisotnost strukture, ki daje signal 
pri 295 nm. 
 
Slika 25: Primerjava CD-spektrov d(G4T4G4) v 20 mM pufru TRIS ob prisotnosti         
K+ ionov (c = 85 mM in c = 200 mM). 
-30
-20
-10
0
10
20
30
40
190 210 230 250 270 290 310 330
[θ
] 
/ 
m
d
eg
λ / nm
pred dodatkom Ca2+
7 mM CaCl2
15 mM CaCl2
22 mM CaCl2
29 mM CaCl2
37 mM CaCl2
44 mM CaCl2
58 mM CaCl2
71 mM CaCl2
85 mM CaCl2
-20
-10
0
10
20
30
40
50
190 210 230 250 270 290 310 330
[θ
] 
/ 
m
d
eg
λ / nm
20 °C (85 mM KCl)
20 °C (200 mM KCl)
Nataša Žigante, Termodinamika konformacijskih sprememb G-kvadrupleksov z zaporedjem d(G4T4G4) 
48 
 
Ko smo preučili vpliv višje koncentracije kalijevih ionov na spremembo strukture              
G-kvadrupleksov, smo raziskali še vpliv koncentracije oligonukleotida na konformacijo 
nastalih G-kvadrupleksov. V ta namen smo pripravili vzorec d(G4T4G4) s koncentracijo 
200 μM v 20 mM pufru TRIS, ki smo mu dodali kalijeve ione do končne koncentracije 
105 mM. Ob prisotnosti kalijevih ionov pri koncentraciji d(G4T4G4) 200 μM se povečuje 
intenziteta vrha pri 295 nm. Iz CD-spektrov d(G4T4G4) koncentracij 100 μM in 200 μM 
ob prisotnosti enakih koncentracij kalijevih ionov vidimo, da G-kvadrupleksi zavzamejo 
podobno konformacijo. 
 
 
Slika 26: CD-spektri - titracija d(G4T4G4) (c = 200 μM) v 20 mM pufru TRIS s 
kalijevimi  ioni (c = 105 mM) in primerjava CD-spektra (G4T4G4) (c = 100 μM) 
(vrednosti podvojene zaradi lažje primerjave CD-spektrov). 
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4.2.5 Spremembe konformacije oligonukleotida d(G4T4G4) v pufru TRIS ob 
zamenjavi kationov 
Spremljali smo spremembe v strukturi d(G4T4G4) s koncentracijo 100 μM v 20 mM pufru 
TRIS ob dodajanju kalijevih ionov v prisotnosti natrijevih ionov (c = 105 mM) (Slika 27) 
oz. ob dodajanju kalcijevih ionov ob prisotnosti natrijevih ionov (c = 105 mM) (Slika 28).  
Ob dodatku kalijevih ionov raztopini vzorca d(G4T4G4), stabiliziranega z natrijevimi ioni 
(Slika 27), se signali na CD-spektru zmanjšujejo. Vzorec ob prisotnosti natrijevih in 
kalijevih ionov smo segreli na 100 °C in nato ponovno posneli CD-spekter. Struktura 
prehaja iz antiparalelne v hibridno, kar je v skladu s podatki iz literature [13]. S tem se 
kaže preferenca G-kvadrupleksov do kalijevih ionov.  
 
 
Slika 27: CD-spektri - titracija vzorca d(G4T4G4) v 20 mM pufru TRIS ob prisotnosti 
Na+ ionov (c = 105 mM) s K+ ioni in CD-spekter po segrevanju na 100 °C. 
Dodatek kalcijevih ionov k raztopini vzorca d(G4T4G4), stabiliziranim z natrijevimi ioni 
(Slika 28), povzroči prehajanje iz antiparalelne konformacije v paralelno. Višje 
koncentracije dvovalentnega kationa inducirajo prehod iz antiparalelne v paralelno 
konformacijo [22]. Dodatek kalcijevih ionov favorizira nastanek paralelne strukture 
d(G4T4G4).  
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Slika 28: CD-spektri - titracija vzorca d(G4T4G4) v 20 mM pufru TRIS ob prisotnosti 
Na+ ionov s Ca2+ ioni. 
4.2.6 Vpliv temperature na obliko CD-spektrov oligonukleotida d(G4T4G4) ob 
prisotnosti kalijevih, natrijevih ali kalcijevih ionov 
Snemali smo CD-spektre raztopin oligonukleotida ob prisotnosti različnih kationov pri 
različnih temperaturah v območju med 5 °C in 95 °C. Zaradi boljše preglednosti so na 
slikah prikazani le nekateri CD-spektri. Po končanem segrevanju smo posneli še             
CD-spekter po hitrem ohlajanju na temperaturo 5 °C. 
Snemali smo CD-spektre raztopin oligonukleotida d(G4T4G4) s koncentracijo 100 μM v 
pufru TRIS in s koncentracijo kationov 85 mM. 
Spremljanje CD-spektrov tekom termično induciranega razvitja G-kvadrupleksov ob 
prisotnosti K+ ionov kaže na zmanjševanje signala pri obeh karakterističnih valovnih 
dolžinah (Slika 29a). Če na graf nanesemo eliptičnost pri valovni dolžini 260 nm v 
odvisnosti od temperature, dobimo talilno krivuljo. Na podoben način lahko izrišemo 
talilno krivuljo iz temperaturne odvisnosti CD-spektrov G-kvadrupleksov ob prisotnosti 
Ca2+ ionov (Slika 30b). Če so v raztopini prisotni Na+ ioni, se G-kvadrupleksi z 
zaporedjem d(G4T4G4) zvijejo v antiparalelno strukturo. V tem primeru talilno krivuljo 
izrišemo kot odvisnost eliptičnosti pri valovni dolžini 295 nm od temperature (Slika 31b). 
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Slika 29: Spremljanje termično induciranega razvijanja oligonukleotida d(G4T4G4) v    
20 mM pufru TRIS ob prisotnosti K+ ionov. a) Odvisnost CD-spektrov od temperature, 
b) talilna krivulja pri λ = 260 nm.  
 
Slika 30: Spremljanje termično induciranega razvijanja oligonukleotida d(G4T4G4) v    
20 mM pufru TRIS ob prisotnosti Ca2+ ionov. a) Odvisnost CD-spektrov od 
temperature, b) talilna krivulja pri λ = 260 nm.  
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Slika 31: Spremljanje termično induciranega razvijanja oligonukleotida d(G4T4G4) v    
20 mM pufru TRIS ob prisotnosti Na+ ionov. a) Odvisnost CD-spektrov od temperature, 
b) talilna krivulja pri λ = 295 nm.  
Spremljanje CD-spektrov ob termično induciranem razvitju oligonukleotida d(G4T4G4) s 
koncentracijo 200 μM v 20 mM pufru TRIS ob prisotnosti kalijevih ionov kaže na 
zmanjševanje intenzitete signala tako pri valovni dolžini 260 nm, kot tudi pri 295 nm 
(Slika 32).   
S spremljanjem strukture oligonukleotida d(G4T4G4) ob prisotnosti kalijevih ionov s    
CD-spektri pri različnih temperaturah lahko opazimo, da se s poviševanjem temperature 
znižujeta oba prisotna signala (Slika 32). Pri izrisu talilnih krivulj, tako pri 260 nm, kot 
tudi pri 295 nm, opazimo, da struktura s signalom pri 295 nm pri tej temperaturi še ni 
razvita (Slika 33). 
0
5
10
15
20
25
30
35
40
0 20 40 60 80 100
[θ
] 2
9
5
n
m
/ 
m
d
eg
T / °C
-60
-40
-20
0
20
40
60
80
200 250 300
[θ
] 
/ 
m
d
eg
 
λ / nm
°C  
°C  
a) b) 
Nataša Žigante, Termodinamika konformacijskih sprememb G-kvadrupleksov z zaporedjem d(G4T4G4) 
53 
 
 
Slika 32: Spremljanje termično induciranega razvijanja oligonukleotida d(G4T4G4) s 
koncentracijo c = 200 μM v 20 mM pufru TRIS ob prisotnosti K+ ionov. Graf prikazuje 
odvisnost CD-spektrov od temperature.  
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Slika 33: Spremljanje termično induciranega razvijanja oligonukleotida d(G4T4G4) s 
koncentracijo c = 200 μM v 20 mM pufru TRIS ob prisotnosti K+ ionov.                  a) 
talilna krivulja pri λ = 260 nm, b) talilna krivulja pri 295 nm. 
a) b) 
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4.2.7 Spremembe konformacije oligonukleotida d(G4T4G4) ob dodatku etilen glikola 
Za boljše razumevanje interakcij oligonukleotida d(G4T4G4) s topilom, smo postopoma 
dodajali etilen glikol do končne koncentracije 3 M. Topila v okolici G-kvadrupleksov 
lahko vplivajo tako na strukturo, stabilnost kot tudi na funkcijo G-kvadrupleksov. 
Iz CD-spektrov termično obremenjenega vzorca d(G4T4G4) v vodi lahko vidimo, da se ob 
dodateku EG brez prisotnih ionov zniža vrh CD-spektra pri 257 nm. Iz tega lahko 
sklepamo, da etilen glikol vpliva na stacking interakcije izhodiščne strukture 
oligonukleotida (Slika 34). Potrditev takšnega sklepanja dobimo, če raztopino s končno 
koncentracijo etilen glikola (c = 3 M) pustimo stati 24 h in ponovno izmerimo                   
CD-spekter. Ta CD-spekter se razlikuje od CD-spektra izhodiščne strukture 
oligonukleotida (Slika 34). 
V primeru, ko raztopina vzorca vsebuje natrijeve ione, ki favorizirajo antiparalelno 
konformacijo, se ob dodatku EG intenziteta obeh karakterističnih vrhov zniža (Slika 35). 
Vendar je stabilizacijski efekt natrijevih ionov dovolj močan, da kljub dodatku 3 M EG 
struktura ostane v antiparalelni konformaciji.  
 
Slika 34: Spremljanje CD-spektrov raztopino oligonukleotida d(G4T4G4) v 20 mM 
pufru TRIS ob dodatkih EG. 
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Slika 35: CD-spektri - spremljanje strukture d(G4T4G4) v 20 mM pufru TRIS ob 
prisotnosti 100 mM NaCl in dodatkih EG. 
Spremljali smo temperaturno odvisnost CD-spektrov raztopine vzorca d(G4T4G4) z 
dodanimi natrijevimi ioni (c (NaCl) = 100 mM) in etilen glikolom (c = 3 M) (Slika 36a). 
CD-spektri so bili posneti od temperature 5 °C do 95 °C v koraku po 3 °C. Zaradi boljše 
preglednosti so na sliki prikazani le nekateri CD-spektri. Na ločen graf smo nanesli 
temperaturno odvisnost eliptičnosti pri λ = 295 nm in tako dobili talilno krivuljo            
(Slika 36b). Iz talilne krivulje vidimo, da je struktura pri 95 °C razvita. Po končanem 
segrevanju smo posneli še CD-spekter pri temperaturi 5 °C, ki nam pokaže, da se tudi po 
termično induciranem razvitju strukture vzpostavi antiparalelna konformacija (Slika 36a). 
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Slika 36: Spremljanje termično induciranega razvijanja oligonukleotida d(G4T4G4) v    
20 mM pufru TRIS ob prisotnosti Na+ ionov in EG. a) Odvisnost CD-spektrov od 
temperature, b) talilna krivulja pri λ = 295 nm.  
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Slika 37 prikazuje CD-spektre oligonukleotida d(G4T4G4) ob prisotnosti EG  in različnih 
koncentracijah natrijevih ionov. Talilne krivulje raztopin vzorca d(G4T4G4), ki potrjujejo, 
da je konformacija G-kvadrupleksne strukture določena s koncentracijo natrijevih ionov, 
saj se T1/2 povečuje s koncentracijo le-teh (Slika 38). Prisotnost natrijevih ionov je ključna 
za stabilizacijo G-kvadrupleksne strukture d(G4T4G4) tudi ob prisotnosti EG. 
 
Slika 37: Primerjava CD-spektrov vzorca d(G4T4G4) ob prisotnosti EG oz. EG in 
natrijevih ionov različnih koncentracij. 
 
Slika 38: Primerjava talilnih krivulj vzorca d(G4T4G4) ob prisotnosti EG in različni 
koncentraciji natrijevih ionov. 
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4.3 Rezultati poliakrilamidne gelske elektroforeze 
Razlike v konformaciji G-kvadrupleksa d(G4T4G4) smo poskušali ovrednotiti tudi s 
poliakriamidno gelsko elektroforezo. S pomočjo eksperimenta, pri katerem smo na gel 
nanesli vzorec različnih koncentracij (Slika 16), smo določili optimalno koncentracijo 
vzorca. Pri nadaljnjem delu smo uporabljali vzorec d(G4T4G4) koncentracije 500 μM. 
S pomočjo gelske elektroforeze smo spremljali strukturo G-kvadrupleksov ob prisotnosti 
različnih koncentracij natrijevih oz. kalijevih ionov. Iz slike 39 je razvidno, da se struktura 
vzorca ob dodatku natrijevih (Slika 39a) oz. kalijevih ionov (Slika 39b) razlikuje. Na sliki 
gela vzorca, ki smo mu dodajali različne koncentracije kalijevih soli, sta pri vseh 
koncentracijah kalijevih ionov prisotni dve lisi (Slika 39b). Na podlagi teh rezultatov 
lahko sklepamo, da vzorec d(G4T4G4) v vseh primerih zavzame podobno konformacijo, 
kar je v skladu s posnetimi CD-spektri raztopin s prisotnimi kalijevimi ioni (Slika 20). V 
primeru dodatka različne koncentracije natrijevih ionov k raztopini vzorca d(G4T4G4) 
opazimo, da pri nižjih koncentracijah nastaja enaka struktura, medtem ko se pri višji 
koncentraciji natrijevih ionov (c = 400 µM) intenziteta prisotne lise zmanjša (Slika 39a). 
  
Slika 39: Gel na katerem so nanešeni vzorci oligonoukleotidov d(G4T4G4) ob prisotnosti 
različnih koncentracij a) natrijevih in b) kalijevih ionov. 
a) b) 
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Spremljali smo, ali lahko s pomočjo gelske elektroforeze zaznamo razlike v strukturi        
G-kvadrupleksov ob prisotnosti natrijevih, kalijevih, kalcijevih ionov ali etilen glikola.  
Slika 40a prikazuje gel, na katerega smo nanesli termično neobremenjene vzorce ob 
prisotnosti različnih kationov in etilen glikola. Glede na rezultate                                             
CD-spektropolarimetrije sklepamo, da takšen vzorec že pred dodatkom ionov zavzame 
določeno konformacijo. Na sliki gela vidimo, da sta v prisotnosti kalijevih ionov v vzorcu 
vidni dve lisi, kar nakazuje na prisotnost vsaj ene hibridne strukture ali ene hibridne in 
ene antiparalelne konformacije. V primeru vzorca s kalcijevimi ioni na gelu ni vidnih 
izrazitih lis. Sklepamo, da paralelne konformacije na gelu ni vidne. Pri vzorcih ob 
prisotnosti natrijevih ionov oz. etilen glikola je na gelu vidna le ena lisa. 
Slika 40b prikazuje gel, na katerega smo nanesli termično obremenjene vzorce ob 
prisotnosti različnih kationov in etilen glikola. Vidimo lahko, da sta pri vseh vzorcih 
prisotni dve lisi. Položaj prve lise je na začetku steze, kar je podobno kot pri termično 
neobremenjenem vzorcu v prisotnosti kalijevih ionov. 
  
Slika 40: Gela na katerem so nanešeni vzorci oligonukleotida d(G4T4G4) z dodanimi 
kationi oz. EG a) termično neobremenjen vzorec; b) termično obremenjen vzorec.  
a) b) 
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4.4 Rezultati DSC meritev in postavitev modela 
S pomočjo diferenčne dinamične kalorimetrije smo določili termodinamske parametre 
termično induciranega razvitja G-kvadrupleksne strukture d(G4T4G4) ob prisotnosti 
kalijevih ionov.  
Spremembo entalpije smo dobili s pomočjo programa Nanoanalyze, v katerem smo ročno 
prilagodili bazno linijo. Pri tem nam je program izračunal ploščino pod krivuljo.  
Vzorcu d(G4T4G4)2 pripravljenem v vodi ob prisotnosti kalijevih ionov, smo določili 
vrednost entalpije razvitja kompleksa, ki znaša ∆H = 49 kJ/mol (Tmax = 50,6 °C). 
Slika 41 prikazuje ujemanje eksperimentalnih podatkov, pridobljenih s pomočjo 
diferenčne dinamične kalorimetrije, z modelno funkcijo (enačba 45), izpeljano na podlagi 
kinetičnega modela treh stanj, prikazanega na sliki 14. Kinetični parametri za termično 
inducirano razvitje G-kvadrupleksa z zaporedjem d(G4T4G4) so zbrani v Tabeli 2. 
 
Slika 41: Ujemanje modelne funkcije z eksperimentalnimi podatki DSC termogramov 
d(G4T4G4) z dodanimi K
+ ioni. 
S pomočjo parametrov v Tabeli 2 smo uspeli opisati eksperimentalne podatke, dobljene 
pri dveh različnih hitrostih gretja (r1 = 1 °C min-1, r2 = 2 °C min-1). Opazimo, da se nam 
temperatura prehoda pri večji hitrosti gretja pomakne k višjim temperaturam. To nam 
potrjuje, da je razvitje oz. zvitje s kalijem stabiliziranih struktur z zaporedjem 
d(G4T4G4) kinetično voden proces.   
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Tabela 2: Parametri za opis DSC krivulj. 
Parametri za opis poteka talilnih krivulj Oznake Vrednosti 
aktivacijska energija za prehod 𝐴2 →  2𝑆 EA 190000 J mol
-1 
aktivacijska energija za prehod 𝐵2 →  2𝑆 EB 185000 J mol
-1 
aktivacijska energija za prehod 𝐴2 → 𝐵2 EAB 110000 J mol
-1 
sprememba entalpije prehoda 𝐴2 →  2𝑆 ∆HA 49000 J mol
-1 
sprememba entalpije prehoda 𝐵2 →  2𝑆 ∆HB 49000 J mol
-1 
frekvenčni faktor za prehod 𝐴2 → 𝐵2 𝑘1
°  67 min-1 
frekvenčni faktor za prehod 𝐵2 → 𝐴2 𝑘2
°  66,3 min-1 
frekvenčni faktor za prehod 𝐵2 →  2𝑆 𝑘3
°  39 min-1 
frekvenčni faktor za prehod 2𝑆 →  𝐵2 𝑘4
°  0 min-1 
frekvenčni faktor za prehod 𝐴2 →  2𝑆 𝑘5
°  38 min-1 
frekvenčni faktor za prehod 2𝑆 →  𝐴2 𝑘6
°  0 min-1 
 
Razvitje G-kvadrupleksnih struktur d(G4T4G4) je termodinamsko neugoden proces. 
Vrednost spremembe entalpije je pozitivna, kar nam pove, da gre za endotermen proces. 
Za razvitje G-kvadrupleksnih struktur je potrebno dovesti energijo. Medtem ko je zvitje 
termodinamsko ugoden proces in nam zanj ni potrebno dovajati energije.  
Zanke, ki jih tvorijo timini, so v zviti strukturi G-kvadrupleksov d(G4T4G4) skrite v 
notranjosti strukture, saj le tako se izognejo izpostavljenosti molekulam vode. Ob razvitju 
strukture se molekule vode uredijo okoli naključnega klobčiča, kar je za molekule vode 
entropijsko manj ugodno. Toplotna kapaciteta razvitega stanja je večja. Tako pozitivne 
vrednosti toplotne kapacitete lahko pripisujemo hidrofobnemu efekt.  
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5 Zaključek 
Strukture oligonukleotida z zaporedjem d(G4T4G4) so odvisne od vrste prisotnega iona in 
njegove koncentracije, intramolekularnih in hidratacijskih interakcij. S pomočjo            
CD-spektropolarimetrije smo spremljali spremembe strukture oligonukleotida z 
zaporedjem d(G4T4G4) v odvisnosti od vrste in koncentracije kalijevih, kalcijevih in 
natrijevih ionov, od temperature in prisotnosti etilen glikola.  
Oligonukleotid z zaporedjem d(G4T4G4) lahko zavzame paralelno, antiparalelno ali 
hibridno konformacijo, odvisno od vrste prisotnega kationa. Povzamemo lahko, da                 
oligonukleotid d(G4T4G4) v prisotnosti natrijevih ionov zavzame antiparalelno 
konformacijo, ob prisotnosti kalcijevih ionov paralelno, medtem ko ob prisotnosti 
kalijevih ionov nastane vsaj ena hibridna konformacija. 
Spremljanje kompeticije med natrijevimi in kalijevimi ioni oz. med natrijevimi in 
kalcijevimi ioni nam pokaže, da struktura lahko prehaja iz paralelne v antiparalelno obliko 
in obratno.  
S pomočjo CD-spektropolarimetrije in gelske elektroforeze smo preučevali strukturo 
oligonukleotida z zaporedjem d(G4T4G4) ob prisotnosti K
+ ionov. Na CD spektru sta 
prisotna dva vrhova, pri valovni dolžini 260 nm in 295 nm, ki pripadata vsaj eni hibridni 
strukturi. Slika gela raztopine vzorca d(G4T4G4) ob prisotnosti K
+ ionov nam nakazuje na 
prisotnost dveh različnih struktur, vendar nobena od njiju ni paralelna, saj le-te na gelu 
ne zaznamo. Zato predpostavljamo, da oligonukleotid z zaporedjem d(G4T4G4) ob 
prisotnosti K+ ionov lahko zavzame hibridno konformacijo ali hibridno konformacijo ob 
prisotnosti antiparalelne strukture. Nastanek posamezne strukture in prehajanje med 
njima je odvisno od izhodiščne konformacije in koncentracije prisotnih kationov. 
Termično inducirano razvitje G-kvadrupleksov ob prisotnosti kalijevih ionov smo 
spremljali tudi z diferenčno dinamično kalorimetrijo. Dobljene eksperimentalne podatke 
smo popisali s kinetičnim modelom treh stanj. S pomočjo tega modela smo uspeli popisati 
DSC krivulje pri različnih hitrostih gretja. Z rezultati CD-spektropolarimetrije in gelske 
elektroforeze potrjujemo, da s predpostavljenim kinetičnim modelom treh stanj ustrezno 
popišemo toplotno inducirano razvitje strukture oligonukleotida z zaporedjem d(G4T4G4) 
ob prisotnosti kalijevih ionov. 
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